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2-4 días en una atmósfera de 5-10% CO2 en aire (aunque la incubación aeróbica es también 
posible) y la morfología de las colonias obtenidas es la que se detalla a continuación: 
? Agar P. larvae: colonias pequeñas, de color verde pálido a amarillo (mismo color del 
medio) con un ligera opacidad y superficie rugosa, a veces el centro es elevado. 
? Agar de crecimiento Mueller-Hinton: colonias pequeñas, rugosas, planas o elevadas y 
de color blancuzco a beige. 
? Agar CSA: colonias pequeñas, regulares, brillantes, de aspecto mantecoso, y de color 
grisáceo (Fig. 7). 
Figura 7. Colonias de P. larvae en agar CSA. 
 
 
4. Identificación molecular 
La OIE (2008) recomienda dos técnicas moleculares para el diagnóstico de la loque 
americana basadas en el gen 16S del ARNr. Por un lado, la PCR desarrollada por Dobbelaere 
y col. (2001a) que se puede usar para una confirmación rápida de la enfermedad clínica y 
para la identificación de las colonias de bacterias después de un cultivo; y por otro la PCR 
anidada propuesta por Lauro y col. (2003) que permite el análisis directo de las solución de 
esporas. 
No obstante, a lo largo de estos últimos años se han ido desarrollando otras muchas 
técnicas biomoleculares orientadas a la discriminación entre las subespecies, anteriormente 
conocidas como P. l. larvae y P. l. pulvifaciens: PCR convencionales  (Govan y col., 1999; 
Piccini, 2002; Bakonyi y col., 2003; Kilwinski y col., 2004), enzimas de restricción a través de 
RFLP (Alippi y col.,  2002);  utilización de elementos rep-PCR, ERIC (Alippi y col., 2004; 
Neuendorf y col., 2004). 
Los métodos más recientes incluyen PCR a tiempo real que identifican y cuantifican P. 
larvae  (Han y col., 2008; Chagas y col., 2010; Martínez y col., 2010). 
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Control de la loque europea 
El medicamento de uso veterinario más empleado es la oxitetraciclina (OTC). Se trata 
de un antibiótico bacteriostático que inhibe la multiplicación de M. plutonius y es usado en 
muchos países (Thompson y Brown, 2001). Sin embargo, ya se han detectado resistencias a 
este antibióticos en Estados Unidos (Miyagi y col., 2000), donde la OTC se empleaba como 
preventivo tanto para la loque europea como americana. En otros países como Australia o 
Reino Unido, M. plutonius todavía sigue siendo susceptible a OTC (Waite y col, 2003; 
Hornitzky y Smith, 1999). 
Una alternativa a la oxitetraciclina empleada en Gran Bretaña es el Método Enjambre 
Agitado (shook swarm method). Consiste en agitar las abejas sobre un nuevo cuadro fundido 
y destruir el cuadro infectado, sin embargo las colonias fuertemente infectadas mueren sin 
remedio  (Wilkins y col., 2007). 
 
3.1.7 Virus  
De los 18 virus descritos en abejas, 8 son los que provocan la mayoría de las 
infecciones y han sido objeto de los estudios más recientes: el virus de las alas deformadas 
(VAD), el virus de las realeras negras (VRN), el virus de la cría ensacada (VCS), el virus 
Kashmir (VK), el virus de la parálisis aguda (VPA), virus de la parálisis crónica (VPC), el virus 
israelí de la parálisis aguda (VIPA) y el virus filamentoso (VF). El contenido genético de todos 
estos virus es el ARN monocatenario dispuesto en partículas isométricas de 30-nm a 
excepción del VF que contiene ADN. 
Es importante destacar el papel del ácaro Varroa como vector de algunos virus tal 
como se ha explicado con anterioridad. Por otro lado, el diagnóstico en base a la 
sintomatología producida por cada uno de los virus que afecta a las abejas melíferas, 
solamente se puede realizar en aquellos casos en los que los síntomas son muy evidentes. La 
información de la secuenciación parcial o completa del genoma de los virus disponible en 
bancos de datos genéticos ha contribuido al desarrollo de métodos de diagnostico basados 
en la reacción de retrotranscipción para la detección de ARN viral en muestras de abejas 
melíferas (Stoltz y col., 1995; Benjeddou y col., 2001; Grabensteiner y col., 2001; Bakonyi y 
col., 2002; Ribière y col., 2002; Tentcheva y col., 2004; Chen y col., 2005; Berènyi y col. , 
2006; Teixeira y col., 2008). 
3.1.7.1 Virus de las alas deformadas 
Se aisló por vez primera en abejas enfermas en Japón (Bailey y Ball, 1991) y 
actualmente es el virus de las abejas que presenta mayor distribución (Ellis y Munn, 2005; 
Lanzi  y col., 2006). 
 Es responsable de una sintomatología definida: acortamiento del abdomen lo que 
conlleva una disminución del tamaño del cuerpo, alas arrugadas, decoloración en las abejas 
adultas y en definitiva, una disminución del período de vida (Bailey y Ball, 1991; Ball y Bailey, 
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4 Diseño del estudio nacional 
 
4.1 Cálculo muestral 
 
Uno de los objetivos iniciales de este estudio fue analizar la relación del problema 
con la presencia de diferentes agentes nosógenos, con la frecuencia y características del 
fenómeno del despoblamiento y pérdidas de colonias en las explotaciones analizadas. 
Además, se incluyó en el diseño la distribución de varios factores medioambientales en un 
cuestionario epidemiológico que debía ayudar a generar una hipótesis sobre los factores de 
riesgo asociados al fenomeno descrito. 
Se preparó un estudio transversal y se programó una toma de muestras que se llevó a 
cabo durante las estaciones de primavera y otoño de los años 2006 y 2007, dado que en 
estos periodos se produce la mayor prevalencia de los principales agentes nosógenos que 
pueden afectar a las colonias de abejas melíferas en España. Los estudios transversales 
proporcionan una instantánea de la situación epidemiológica en un determinado momento, 
es decir, permiten estimar la prevalencia y distribución de los patógenos en un momento 
dado (sin continuidad en el eje del tiempo) ya que en ellos, la población total o una muestra 
representativa de ella, es estudiada en un momento y lugar determinado. El carácter 
transversal proviene de la medición de la variable dependiente (enfermedad u otra 
situación) en un momento determinado. Asimismo, estos estudios son útiles para identificar 
y cuantificar posibles factores de riesgo. En ellos, la población total o una muestra 
representativa de ella, es estudiada en un momento y lugar determinado.  
El número de muestras que se debían obtener para que los resultados fueran 
significativos, se calculó en base a la información general del servicio de diagnóstico del CA, 
teniendo en cuenta una prevalencia estimada de la pérdida de colonias 40% en base a datos 
previos del CA, un error aceptado del 10% y un nivel de confianza del 95%. Asimismo, el 
cálculo se realizó en función del censo de apicultores y su distribución por comunidad 
autónoma (REGA 01/05/2011). La finalidad era realizar cuatro muestreos sobre la misma 
colmena, dos en 2006 (primavera/otoño) y dos en 2007 (primavera/otoño). 
Cada colmena (unidad epidemiológica) incluída finalmente en el estudio se muestreó 
y clasificó subjetivamente por un veterinario como afectada por el fenómeno de 
despoblamiento o pérdida de colonia (PC) o asintomática. Los criterios de definición de PC 
fueron los utilizados previamente (Higes y col., 2010a) y establecidos de acuerdo al AFSSA 
2008 y recomendaciones del EFSA 2009. Por lo tanto las colmenas definidas como PC debían 
cumplir alguna de estas premisas: desaparición de las abejas adultas de las colmenas con 
poca o ninguna acumulación de abejas muertas en o delante de la colonia; significativa 
mortalidad en el colmenar de colonias de abejas en otoño/invierno sin síntomas previos de 
cualquier enfermedad; o despoblamiento neto de la colonia de abejas muestreada en el 
estudio. La información sobre posibles factores de riesgo asociados con el estado de PC, se 
obtuvo a través de una encuesta relativo a la información general y sanitaria con respecto al 
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año anterior para cada apiario, o mediante análisis de laboratorio correspondientes 
(presencia de agentes nosógenos bióticos y/o abióticos, flora circundante, etc.). 
 
4.2 Tipo de muestra y obtención de los datos 
 
El estudio se dio a conocer en diversas jornadas y congresos nacionales con la 
finalidad de establecer contactos con el mayor número posible de participantes distribuidos 
por toda la geografía española. En aquellos casos en los que no se pudo contactar de un 
modo directo, se hizo por vía telefónica. Asimismo, con el objetivo de alcanzar una mayor 
organización se contactó, principalmente con asociaciones apícolas y/o veterinarios de la 
administración pública que coordinasen el reparto y recogida de material de muestreo.  
Para el análisis de los principales agentes nosógenos que pueden afectar a las abejas 
melíferas, se solicitaron muestras de abejas adultas, cría de abeja, polen de reserva, miel y 
cera. Con la finalidad de facilitar el envío de muestras al laboratorio, se prepararon paquetes 
que se enviaron a los organismos participantes.  
En el diseño del paquete (Fig. 8) que se envió para cada uno de los cuatro muestreos, 
se tuvo en cuenta, tanto el tamaño de las muestras a analizar, como el material (cartón o 
plástico) donde debían ser recogidos con el fin de garantizar su conservación desde su 
recogida en el campo hasta su recepción en el laboratorio. Además, se usaron bolsas de 
plástico que contenían todos los recipientes para la recogida de muestras.  
Finalmente, se eligieron cajas de cartón identificadas con pegatinas de color verde 
para las abejas adultas y amarillo para la cría; botes de plástico estériles de 100 mL 
identificadas con el texto miel y otros similares para el polen. Para la identificación de la 
colmena centinela, se diseñaron unas etiquetas adhesivas de un material resistente a las 
inclemencias meteorológicas y al paso del tiempo, que debían colocarse al inicio del estudio 
en una parte visible de dicha colmena. Asimismo, y con el objetivo de facilitar la toma de 
muestras, se envió una hoja con las instrucciones de cómo se debía realizar. 
 
Figura 8. Paquete muestreo. 1. Caja para cría. 2. Caja para abejas adultas. 3. Bote para miel. 4. Bote para polen. 
5. Identificador de colmena. 6. Hoja de instrucciones. 7. Encuesta epidemiológica. 
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El muestreo transversal sobre la colmena centinela (unidad epidemiológica) requería 
que la elección de la misma, se realizara de forma aleatoria, es decir, sin exclusión de 
aquellas enfermas ni selección anticipada de las más sanas.  
Los paquetes con todo el material necesario para la recogida de las muestras se 
enviaron a través de un servicio de mensajería, a las Asociaciones y servicios veterinarios de 
Comunidades Autónomas participantes en el estudio. 
 
4.3 Toma de muestra 
 
Las muestras fueron recogidas en las explotaciones apícolas tanto por los propios 
apicultores como por los veterinarios de los servicios oficiales o de las Asociaciones y se 
mantuvieron en congelación hasta su envío al CA. Las cajas utilizadas para el transporte al CA 
eran en su mayor parte de cartón con o sin revestimiento interno de aluminio y en menor 
medida de poliestireno expandido. En todos los casos se enviaron con  acumuladores de frío 
comerciales o caseros para conservar las muestras en condiciones adecuadas para su 
posterior análisis laboratorial.  
 
4.4 Recepción y organización de las muestras 
 
Una vez que los paquetes de muestreo llegaron al laboratorio, se registraron de 
forma correlativa en un libro de registro siguiendo el orden de llegada. A cada una de las 
bolsas y del material que contenía en su interior (abejas adultas, cría, polen, miel, cera y 
encuesta epidemiológica) y que procedía de la misma colmena, se le asignó el mismo 
número de registro. 
Todas aquellas incidencias en la recepción del material biológico, como la falta de 
alguna de las muestras o  la falta de los datos en la encuesta, quedaron reflejados tanto en el 
libro de registro como en la base de datos informática. 
Cada muestra se dividió en las correspondientes submuestras (abejas adultas, cría, 
polen, miel y cera) y se identificaron con su codificación. A continuación, cada una de ellas se 
procesó y almacenó, como se detalla a continuación: 
1.- Abejas adultas: Cada muestra constaba de unas 200 abejas adultas, 
mayoritariamente obreras, aunque en ocasiones incluían otras castas (zánganos o reinas). 
De todas ellas se hizo un primer examen macroscópico para evaluar la morfología externa 
del insecto (tamaño, color, presencia de alteraciones anatómicas), además de la presencia o 
ausencia de ectoparásitos (V. destructor, B. coeca, Tropilaelaps spp). En aquellas ocasiones 
en las que se recibieron reinas, éstas se almacenaron independientemente en viales de 1.5 
mL a -20°C. El resto de abejas (y zánganos) se guardó en tubos de plástico de 30 mL del 
siguiente modo: 
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? Alrededor de 100 abejas a -20°C para los análisis de presencia de V. destructor, 
Nosema spp. y Acarapis spp en el CA. 
? Alrededor de 100 abejas a -80°C para los análisis de presencia de virus. 
? Unas 50 abejas a -20°C en el CA como referencia para contrastar o ampliar 
técnicas. 
Cuando se detectó V. destructor, tras la primera inspección macroscópica, las varroas 
se recogieron individualmente mediante la ayuda de un pincel y se almacenaron en viales de 
1,5 mL en etanol (100%), para posteriores análisis (haplotipo) identificándose 
correspondientemente.  
En el caso de detectar B. coeca, el procesamiento fue similar al caso anteriormente 
descrito. 
2.- Cría: Sobre ésta se realizó un primer examen macroscópico para evaluar el estado 
de los opérculos (en la cría operculada durante la fase de metamorfosis) y de la propia cría 
(tamaño, forma, así como presencia de V. destructor). A continuación se congeló a -20°C 
para posteriormente y con ayuda de pinzas estériles, extraer  una a una, tanto larvas como 
pupas, evitando de este modo la descomposición de las mismas. Para su almacenamiento se 
utilizó el mismo tipo de tubos que para las abejas adultas y se mantuvo a una temperatura 
de -20°C. 
3.- Polen de reserva o pan de abejas: el polen almacenado en las celdillas del trozo de 
panal recibido, se extrajo asépticamente con la ayuda de espátulas estériles, guardándose y 
almacenándose en oscuridad del mismo modo que la cría. Se subdividió de la siguiente 
forma:  
? Alrededor de 100 g para la determinación de residuos de pesticidas. 
? De cinco a diez g para el análisis palinológico. 
? Una pequeña porción se conservó en el laboratorio de Patología Apícola del CA 
como referencia. 
Después de la extracción del polen del trozo de panal, se obtuvo cera que se 
almacenó del mismo modo que la cría. 
4.- Miel: En la mayoría de las ocasiones la miel que se recibió era directamente de 
panal, pero en otras era miel ya extraída. En ambos casos, se almacenó en oscuridad a -20°C. 
5.- Encuesta Epidemiológica: La encuesta original cumplimentada, se guardó en un 
archivo en las oficinas del CA. Previamente se hizo una copia de la misma que se adjuntó a 
las hojas de laboratorio en las que se registraban los resultados obtenidos en los análisis de 
las diferentes matrices que componen la muestra (Anexo I). 
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4.5 Clasificación climática de España 
 
Para el estudio de la posible relación entre la presencia de agentes nosógenos y las 
características climáticas de España, se utilizó la clasificación de los pisos bioclimáticos 
descritos por Rivas-Martínez (1987). En la clasificación y mapas elaborados por dicho autor 
se consideran pisos bioclimáticos cada uno de los tipos o grupos de medios que se suceden 
en una zonación altitudinal y que en la práctica se delimitan en función de las biocenosis y 
factores climáticos cambiantes. De esta forma, en cada región o grupo de regiones españolas 
afines existen unos peculiares pisos bioclimáticos con unos valores e intervalos que le son 
propios (Rivas-Martínez, 1983). Así, en España se consideran 3 regiones diferentes (Fig. 9): I. 
Eurosiberiana, II. Mediterránea y III. Macaronésica. Las dos primeras se encuentran 
separadas entre sí por las cordilleras Pirenaica y Cantábrica, situándose la Eurosiberiana al 
norte de ellas y la Mediterránea al sur incluyendo las Islas Baleares. La principal diferencia 
entre estas dos regiones es el ombroclima, ya que en la segunda existe siempre un período 
más o menos largo de aridez o sequía estival independientemente de la cantidad de 
precipitación media anual. Por otro lado, la región Eurosiberiana presenta características 
climáticas propias de la Europa Occidental con inviernos suaves, veranos frescos, aire 
húmedo, abundante nubosidad y lluvias frecuentes en todas las estaciones. Por último, la 
zona Macaronésica que engloba a las Islas Canarias presenta clima subtropical. 
 
Figura 9. Clasificación climática de España. Región Eurosiberiana. I: Pirenaica. II: Cántabro-atlántica. III: 
Orocantábrica. Región Mediterránea. IV: Aragonesa. V: Catalano-Valenciano-Provenzal. VI: Balear. VII: 
Castellano-Maestrazgo-Manchega. VIII: Murciano-Almeriense. IX: Carpetano-Ibérico-Leonesa. X: Luso-
Extremadurense. XI: Gaditano-Onubo-Algarviense. XII: Bética. Región Macaronésica. XIII: Canaria Occidental. 
XIV: Canaria Oriental (Según Rivas-Martínez, 1987). 
 
                                       
 
 
En los mapas elaborados por Rivas-Martínez (1987), que se encuentran disponibles 
en la página web del MARM, se han descrito dentro de estas tres regiones corológicas trece 
pisos bioclimáticos (Tabla 6), cuyos principales índices e intervalos termoclimáticos de 
diagnóstico son los siguientes: 
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Tabla 6. Clasificación climática de España según Rivas-Martínez (1987) 
Piso Definición Piso Clima Piso 
A Piso alpino T < 3°, m < -8°, M < 0°, It < -50, H 1-12 
B Piso subalpino T 6 a 3°, m -4 a -8°, M 3 a 0°, It 50 a -50, H 1-12 
C Piso montano T 12 a 6°, m 2 a -4°, M 10 a 3°, It 240 a 50, H 9-6 
D Piso colino T >12°, m > 2°, M > 10°, It > 240, H 11-4 
E Piso crioromediterráneo T < 4° m < -7°, M <0, It <-30, H 1-12 
F Piso oromediterráneo T 8 a 4°, m -4 a -7°, M 2 a 0°, It 60 a -30, H 1-12 
G Piso supramediterráneo T 13 a 8°, m -1 a -4°, M 9 a 2°, It 210 a 60, H 9-6 
H Piso mesomediterráneo T 17 a 13°, m 4 a -1°, M 14 a 9°, It 350 a 210, H 10-4 
I Piso termomediterráneo T 19 a 17°, m 10 a 4°, M 18 a 14°, It 470 a 350, H 12-2 
K Piso orocanario T < 6°, m < -2°, M < 4°, It < 80, H 9-6 
L Piso supracanario T 11 a 6°, m 2 a -2°, M 9 a 4°, It 220 a 80, H 9-5 
M Piso mesocanario T 15 a 11°, m 6 a 2°, M 13 a 9°, It 340 a 220, H 12-2 
N Piso termocanario T 19 a 15°, m 11 a 6°, M 18 a 13°, It 480 a 340, H O 
O Piso infracanario T > 19°, m > 11°, M > 18°, It > 480, H O 
T: temperatura media anual (°C); m: temperatura media de las mínimas del mes más frío (°C); M: temperatura 
media de las máximas del mes más frío; It: índice de termicidad (T+m+M) x 10 H: meses en los que, 
estadísticamente, son posibles las heladas. 
 
5 Diseño del estudio regional 
 
El estudio regional se llevó a cabo en la comunidad autónoma de Galicia y su diseño 
fue prácticamente igual al estudio nacional anteriormente descrito. Se tomó especial 
cuidado en la respuesta de la encuesta sobre el témino despoblamiento o pérdida de 
colmenas, por la experiencia previa del estudio nacional ya que la inexactitud de respuesta  
invalidó el análisis estadístico posterior. 
En este caso, se tomó como población de referencia el censo apícola de la región 
(según los datos aportados por el Centro de Investigaciones agrarias de Mabegondo de la 
Xunta de Galicia) y se tuvo en cuenta una prevalencia esperada de la pérdida de colonias del 
67% (Higes y col., 2010a), un error aceptado del 10% y un nivel de confianza del 95%.  
La toma de muestras se llevó a cabo desde mayo hasta julio de 2008 y  para minimazar 
los errores, un veterinario fue el encargado de recogerlas. La recolección de las muestras se 
hizo de forma aleatoria simple, distribuidas en proporción a los apicultores en cada 
provincia.  
El tipo de muestras, el material utilizado para su recolección, así como la recepción 
de las mismas y la definición del caso PC es igual al descrito en el apartado tal con la 
salvedad de que en el estudio regional se diferenciaron entre abejas adultas de interior y de 
exterior de colmena. 
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6 Encuesta epidemiológica 
 
Para la obtención de datos de carácter ambiental, zootécnico y sanitario se diseñó 
una encuesta epidemiológica (Anexo I) que debía ser cumplimentada en cada una de las 
explotaciones muestreadas. La encuesta estaba constituida por diferentes apartados (Tabla 
7) para recabar la máxima información de la explotación apícola origen de la muestra 
recogida.  
Tabla 7. Variables incluídas en la encuesta epidemiológica y en el estudio. 
Datos generales relacionados con las instalaciones (n = 7) 
Localización, coordinadas geográficas (UTM), número de apiarios, número de colonias da abejas, 
tipos de colmenas, tipo de producción apícola y actividad transhumante  
 
Información sanitaria relacionada con el año anterior (n = 4) 
Control de varroosis, productos aplicados, número de tratamientos/año, duración de tratamientos 
(semanas) y dosis empleada  
 
Lista de agentes nosógenos bióticos testados (n = 14) 
V. destructor, A. woodi, N. apis, N. ceranae, A. Apis, P. larvae, M. Plutonius,  VRN, VK, VIPA, VCS, 
VAD, VPA, VPC.       
 
Lista de agentes nosógenos abióticos testados en pollen almacenado (pesticidas) (n = 40)  
?-Endosulfán, ?-HCH, 4.4'-DDE, 4.4'-DDT, 4.4'-TDE, Acrinatrina, Alaclor, Amitraz, Atrazina, Benzo 
(g.h.i) perileno, Bromopropilato, Clorpirifós, Cumafós, Dibenzo (a.h) anthrac, Endosulfán sulfato, 
Fenitrotion, Fipronil, Flampromp-isopropyl, Flumetrina 1, Flumetrina 2, Fluvalinato 1, Fluvalinato 2, 
Hexaclorobenzeno, Imazametabenz-met, Imidacloprida, Indene (1.2.3-c.d) pyr. Lindano, Malation, 
Metalaxyl, Paration, Pendimetalina, Procimidona, Simazina, ß-HCH Tetradifón, Tifluralina, z-
clorfenvinfós y β-Endosulfán. 
 
Lista de tipos de polen testado en el polen almacenado (n = 89) 
Alnus, Anarrhinum, Anthyllist ,Apiaceae, Arbutus, Artemisia, Asteroideae, Betula, Boraginaceae, 
Calamintha, Calluna, Campanulaceae, Carduus, Caryophyllaceae, Castanea, Celtis, Centaurea, 
Cerealia, Cichorioideae, Cirsium, Cistaceae, Cistusladanifer, Convolvulaceae, Corylus, Crataegust, 
Cruciferae, Cucurbitaceae, Cyperaceae, Cytisust, Chenopodium, Dorycnium, Droseraceae, Echium, 
Ericaceae, Eucalyptus, Euphorbiaceae, Fraxinus, Fumariaceae, Hederahelix, Helianthus, Juglans, 
Juniperus, Labiatae, Lamiun, Lavandulala tifolia, Lavandula stoechas, Leguminosae, Liliaceae, 
Lotust, Lythrum, Marrubiun, Medicagot, Mentha, Olea, Onobrychist, Ononisrepenst, Ornithopus 
oxalis, Papaver, Plantago, Poaceae, Polygonum persicaria, Populus, Prunust, Quercus caducifolio, 
Quercus ilex, Ranunculaceae, Retama, Rhamnaceae, Rosaceae, Rosmarinus, Rubus, Rumex, 
Rutaceae, Salix, Salvia, Sanguisorba, Saxifragaceae, Scrophulariaceae, Solanaceae, Spergularia, 
Teucrium, Thymus, Tilia, Trifoliumt, Ulmus, Viciat, Viscum y Zea mays. 
 
Por un lado, se solicitaron los datos del apicultor, de carácter voluntario. Y por otro, 
los datos del asentamiento: ubicación del colmenar, número de colmenas que lo integran, 
tipo de colmenas utilizadas, tipo de producción,  tipo de flora que rodea al colmenar, etc. Y 
ya para finalizar, los datos sanitarios del colmenar: enfermedades padecidas a lo largo del 
último año, la realización de tratamientos y posología de los mismos, así como si habían 
sufrido despoblamiento de las colmenas o una mortalidad elevada de las colonias. 
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7 Detección de patógenos 
 
7.1 Patógenos de las abejas adultas 
 
7.1.1 Varroa destructor 
 
La presencia/ausencia de Varroa está basado en  el método recomendado por la OIE 
(2004) con ciertas modificaciones. En concreto, las muestras llegadas al laboratorio se 
examinaban individualmente alrededor de 100-150 abejas adultas por muestra, tanto de 
interior como de exterior. Dado que las hembras adultas de Varroa muertas se desprendían 
con facilidad de las abejas congeladas y se visualizaban fácilmente sobre el fondo blanco, se 
realizaba el recuento y se almacenaban tal como se explica en el apartado 4.4.  
 
7.1.1.1 Determinación haplotipo 
 
Para determinar el halotipo de los ácaros detectados, se seleccionaron 
aleatoriamente un total de 570 hembras de Varroa. La determinación se realizó  el método 
de PCR-RFLP descrito por Anderson y Fuchs (1998).  
 
7.1.1.1.1 Extracción de ácidos nucleicos 
 
La extracción de los ácidos nucléicos de los ácaros se realizó en 570 muestras de 
Varroa siguiendo un método con Chelex (Walsh y col., 1991) modificado. 
Brevemente, con unas pinzas esterilizadas se cogieron los ácaros de los viales donde 
estaban guardados y se depositaron cada uno en un pocillo de una placa estéril de 96 
(Eppendorf, Cat. Nº 0030 128 648). En cada uno de los pocillos a su vez, se añadieron 100 μL 
de Chelex 5% y 5 μL de proteinasa K 20 mg/ mL y se incubaron 1 h a 55°C, 15 min a 99°C, 1 
min a 37°C y 15 min a 99°C (BIORAD PTC 100). 
 
7.1.1.1.2 PCR-RFLP 
 
Los extractos de ADN se analizaron siguiendo el método molecular descrito por 
Anderson y Fuchs (1998). Brevemente, consiste en amplificar un fragmento del gen COI y 
someterlo a una digestión con las enzimas de restricción XhoI y SacI. Los productos 
resultantes se visualizaron en un gel de agarosa al 2% teñido con bromuro de etidio al 1,5% 
bajo luz UV. 
El test realizado con la enzima XhoI sobre el fragmento COI permanecería sin digerir 
en el caso de que el ácaro correspondiese al haplotipo coreano, mientras que si pertenecía 
al haplotipo japonés/thailandés, se generarían dos fragmentos. Para confirmar los resultados 
de este primer test, se realizaba una segunda digestión con la enzima SacI bajo las mismas 
condiciones descritas en la digestión con XhoI. Si se generaba un producto de PCR digerido 
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se correspondería con el haplotipo japonés/thailandés y por el contrario, si el fragmento 
permanece sin digerir correspondería al haplotipo coreano. 
 
7.1.2 Acarapis woodi 
 
Las técnicas recomendadas por la OIE (2004) se basan en la disección individual de la 
abeja y la observación de las tráqueas bajo lupa o microscópio óptico. El gran consumo de 
tiempo de este tipo de técnicas, sobre todo para el procesamiento de un número tan 
elevado de muestras, junto con el carácter subjetivo del resultado ya que depende de la 
habilidad y experiencia del operario, hizo que se descartasen este tipo de métodos en este 
estudio y nos obligase a la búsqueda de técnicas más rápidas, específicas y objetivas. 
 
7.1.2.1 Nuevas aportaciones técnicas 
 
En busca de una nueva metodología que solventase los problemas de las técnicas 
tradicionales, nos planteamos el desarrollo de una técnica de PCR para la detección de A. 
woodi, para la cual se utilizaron como testigos positivos, abejas procedentes de colonias 
fuertemente infestadas por dicho ácaro (Dr. John McMullan -Departamento de Zoología, 
Escuela de Ciencias Naturales, Trinity College, Dublín- y Dr. José Villa -USDA-ARS Laboratorio 
de Genética, Fisiología y Reproducción de la abeja melífera, Los Ángeles). Estos testigos 
positivos se procesaron mediante el método de disección recomendado por la OIE (2004) 
para A. woodi en abeja individual: extracción del tronco protorácico para la exposición del  
segundo par de tráqueas torácicas y observación bajo lupa de los ácaros en las tráqueas de 
la abeja. Una vez confirmada la infestación, se tomaron los tórax de 30 abejas y se 
introdujeron cada una en un vial estéril de 1,5 mL (Eppendorf, Cat. Nº 0030 120 086) junto 
con un mL de H2O Milli-Q, para posteriormente triturarlas con micropistilos estériles 
(Eppendorf, Cat. Nº 0030 120 973). El macerado resultante se volvió a observar al 
microscópio para comprobar la presencia del parásito o de sus huevos. 
 
7.1.2.1.1 Extracción de ácidos nucleicos 
 
Con el objetivo de triturar completamente los ácaros y facilitar la extracción de los 
ácidos nucléicos, se tomaron 600 μL de cada macerado en un vial estéril con perlas de 
cerámica (MagNA Lyser Green Beads, Roche Diagnostic, Cat. Nº 03 358 941 001) y se 
introdujeron en un equipo MagNA Lyser (Roche) a 9,500 rpm durante 95 s. 
La extracción del ADN propiamente dicha, se llevó a cabo con el kit comercial MagNA 
Pure Compact Nucleic Acid Isolation (Roche Diagnostic Cat. Nº 03 730 964 001) utilizando el 
robot de extracción automática MagNA Pure Compact (Roche Diagnostic Cat. Nº 03 731 146 
001) basado en la tecnología MagnAtract® (unión del ácido nucleico a esferas magnéticas). El 
sistema se utilizó siguiendo las instrucciones del fabricante, siendo el volumen de partida de 
la muestra 400 μL. El ADN se eluyó finalmente en 100 μL. En cada ciclo de extracción de ADN 
se incluyó un testigo negativo (H2O Milli-Q) para controlar la eficacia del sistema. 
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7.1.2.1.2 Diseño de cebadores 
 
El diseño de cebadores que se emplearían en la técnica PCR se realizó siguiendo los 
pasos que se describen a continuación. 
En primer lugar, se buscaron y recopilaron secuencias nucleotídicas disponibles de A. woodi 
en el GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez). En la fecha de consulta (Febrero, 
2008), sólo se encontró una secuencia (EU190886) que correspondía al gen COI.  
Diseño de cebadores. Utilizando el programa Primer3 
(http://fokker.wi.mit.edu/primer3/input.htm) se seleccionaron los cebadores,  teniendo en 
cuenta tanto las temperaturas de fusión (Tm) (programa IDT OligoAnalyzer program 
(http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligAnalyzer) y el contenido en guanina (G) 
y citosina (C). 
Test de idoneidad de los cebadores. La ideoneidad de los cebadores (contenido en G/C y 
Tm) se controló con los programas IDT Oligo-Analyzer 
(http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/) y Oligonucleotide Calculator 
(http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html). Con la finalidad de aumentar 
e igualar las Tm de ambos cebadores y mejorar su especificidad, se añadieron colas G o de 
GC en el extremo 5´. El producto amplificado esperado se correspondía con un fragmento de 
ADN de 162 pares de bases (pb).  
Se realizaron tests de complementariedad (auto-dímeros, homo- dímeros y hetero- 
dímeros) utilizando el programa AutoDimer 
(http://www.cstl.nist.gov/div831/strbase//AutoDimerHomepage/AutoDimerProgramHomep
age.htm) y de especificidad mediante BLAST para comprobar que los cebadores no anillaban 
entre ellos ni con otros organismos.  
Reproducibilidad y especificidad de los cebadores. Se realizó un gradiente de temperatura  
(58-74 +/- 5°C) para determinar las temperaturas de anillamiento del par de cebadores 
seleccionados. Asimismo, se realizaron pruebas con varias concentraciones de cebadores 
(0,2-0,6 +/- 0,05 μM). 
La reproducibilidad se comprobó por repetición de todo el proceso (desde la 
extracción hasta la electroforesis en agarosa) en 3 muestras 3 veces.  
 
7.1.2.1.3 Condiciones PCR 
 
Todos los análisis de PCR se realizaron con un termociclador Mastercycler ep gradient 
S (Eppendorf) y las condiciones de PCR para un volumen final de 50 μL fueron: 25 μL de Fast 
Star PCR Master, (Roche Diagnostic, Cat. Nº 04 710 452 001), 0.3 μM de cada cebador 
(AcarFOR/AcarREV), 0,4 mM de cada deoxinucleosido trifosfato (DNTP), 3mM Cl2Mg, 
0,2mg/mL seroalbúmina bovina (SAB), 0.1% Triton X-100 y 5 μL de muestra. El programa del 
termociclador consistió en 95°C durante 2 min, seguido de 35 ciclos de 30 s a 95°C, 30 s a 
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59°C, y 45 s a 72°C, y una extensión final a 72°C durante 7 min. Se utilizaron testigos 
positivos y negativos (H2O) para cada reacción. 
Los fragmentos amplificados se analizaron en un gel de agarosa al 2% (EgelR EtBr, 
Invitrogen) y una EbaseTM (Invitrogen), y visualizaron bajo luz UV. 
 
7.1.2.1.4 Secuenciación 
 
El ADN amplificado de cada una de las muestras, se purificó con el kit comercial 
Qiaquick PCR Purification (Cat. Nº 28104, Qiagen). Posteriormente se secuenció 
bidireccionalmente en el servicio de secuenciación de la Unidad de Genómica del Parque 
Científico de Madrid mediante un secuenciador ABI 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystem) 
usando los mismos cebadores que en la PCR (AcarFOR y AcarREV).  
El análisis de las secuencias se llevó a cabo mediante el programa informático 
Chromas 1.43 y los resultados de secuenciación se compararon con las secuencias 
depositadas en GenBank usando el programa BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). 
 
7.1.2.1.5 Análisis filogenético 
 
Para el análisis filogenético, se utilizaron todas las secuencias de COI disponibles en la 
base de datos GenBank (Febrero, 2011). Las secuencias se sometieron a alineamiento 
múltiple usando el programa Bioedit (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html). Sin 
embargo, para analizar el máximo número de sitios, se excluyeron dos secuencias de A. 
woodi (EU190886.1, FJ603295.1) del alineamiento final debido a su corta longitud.  
Para estimar la divergencia sinónima nucleotídica entre secuencias (KS) y la 
generación de un árbol Neighbor-Joining se utilizó el programa MEGA v4.0 (Tamura y col., 
2007) que aplica el método Nei-Gojobori con corrección Jukes-Cantor (Nei and Gojobori, 
1986). La evaluación de la consistencia del árbol filogenético resultante, se realizó el test 
bootstrap (2000 réplicas).      
 
7.1.3 Género Nosema 
 
En este estudio se desarrolló una nueva técnica molecular cuyo objetivo era incluir un 
control interno en la PCR ya desarrollada en nuestro laboratorio (Martín-Hernández y col., 
2007) y que en la actualidad es el método molecular para el diagnóstico de las nosemosis 
recomendado por la OIE (2008). Con él, se pretendía mejorar la técnica par poder identificar 
aquellos resultados negativos de las reacciones que pudiesen ser debidos a algún tipo de 
fallo químico o instrumental (falsos negativos) ya que ADN de A. mellifera siempre es co-
extraido de las muestras (infectadas o no). 
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7.1.3.1 Nuevas aportaciones técnicas 
 
Para el desarrollo de la nueva PCR múltiple, se utilizaron como testigos positivos 
abejas infectadas por N. apis y N. ceranae procedentes de los colmenares propios que 
previamente habían sido identificados como positivos a N. apis y N. ceranae mediante PCR 
(Higes y col., 2006) y secuenciación.   
Para la puesta punto del control interno de la PCR se tomaron los abdómenes de 15 
abejas infectadas por N. apis y otras 15 por N. ceranae. Se introdujo cada abdomen en un 
vial estéril de 1,5 mL junto con un mL de H2O Milli-Q y a continuación se trituraron con 
micropistilos estériles para observar el macerado resultante bajo microscopio óptico. 
 
7.1.3.1.1 Extracción de ácidos nucleicos 
 
La extracción de los ácidos nucléicos se realizó tal como se describirá posteriormente 
en el apartado 8.2, con la excepción de que en lugar de tórax, se trituró el abdomen de la 
abeja adulta.  
 
7.1.3.1.2 Diseño de cebadores 
 
Para el diseño de cebadores se siguieron los mismos pasos descritos en el apartado 
7.1.2.1.2, con las siguientes salvedades: 
Se encontraron un total de 38 secuencias de Apis mellifera ligustica. Con el fin de 
identificar posibles polimorfismos entre individuos diferentes, la búsqueda se centró en 
aquellos genes más representados en la base de datos. Ocho de las 38 secuencias 
correspondían al  gen COI y otras ocho a la subunidad II del gen de la deshidrogenasa NADH 
(ND2). 
Se seleccionaron ocho secuencias de la COI con una longitud de 1426 pb (AY114452, 
AY114453, AY114454, AY114455, AY114456, AY114457, AY114458, AY114460) y las ocho 
secuencias ND2 de 589 pb de longitud (AY114484, AY114485, AY114486, AY114487, 
AY114488, AY114489, AY114490, AY114491). Se alinearon las secuencias de cada gen con la 
finalidad de identificar los polimorfismos intra-específicos y así evitar el diseño de los 
cebadores en ellos. Esto permite que la amplificación sea eficaz en el mayor número de 
individuos posible. Se obtuvieron dos secuencias consenso obtenidas para cada gen (con 
sitios variables, nombrándolas con el código IUB). 
Para determinar la estructura secundaria y evitar amplicones con baja eficiencia se 
utilizó el programa Mfold  (http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/mfold-simple.html). 
Diseño de cebadores. La secuencia consenso del gen COI y del gen ND2 se introdujeron en la 
página principal Primer3 (v. 0.4.0) (http://frodo.wi.mit.edu/) ajustando los siguientes 
parámetros: (i) el tamaño del producto amplificado requerido para que pudiera usarse en 
una PCR múltiple con los cebadores 321-APIS y 218-MITOC (Martín-Hernández y col., 2007) 
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debía oscilar entre los 100 y 200 pb; (ii) una Temperatura de melting (Tm) óptima del 
cebador de 60°C y (iii) un contenido de guanina (G) y citosina (C) óptimo del cebador del 
60%. Los cebadores obtenidos en la secuencia consenso del gen COI se ajustaban mejor a los 
parámetros seleccionados que los obtenidos con la secuencia consenso del gen ND2, razón 
por la cual se seleccionó la secuencia COI para incorporarse al ensayo de la técnica PCR.  
Test de idoneidad de los cebadores.  Se testó la idoneidad de los cebadores y mediante la 
adición de colas de G o GC al extremo 5’ de ambos cebadores se ajustaron las Tm de los 
mismos.  Los tests de complementariedad se realizaron para comprobar que los 
cebadores no anillaban entre sí ni con los cebadores de la PCR de Martín-Hernández y col. 
(2007) (321-APIS para N. apis y 218-MITOC para N. ceranae).  
Debido a que la sensibilidad de los cebadores de Nosema spp. (321-APIS para N. apis 
y 218-MITOC para N. ceranae) y las condiciones de PCR se habían testado previamente, en 
este trabajo se testó únicamente la concentración de los cebadores COI entre 0,4-0,01 μM 
en PCR triplex.  
Especificidad de los cebadores. La especificidad de los cebadores COI se testó frente a 
diferentes especies del género Apis (A. cerana, A. florea y A. koschevnikovi) y Bombus (B. 
atratus, B. morio y B. bellicosus), y dentro de A. mellifera, frente a diferentes subespecies (A. 
m. ligustica,  A. m. mellifera, A. m. carnica y A. m. ibérica). 
 
7.1.3.1.3 Condiciones de PCR 
 
Para la realización de los análisis de PCR y visualización de los fragmentos amplificados 
se emplearon los equipos mencionados en el apartado 7.1.2.1.3.  
El volumen final para la PCR fue de 50 μL distribuidos de la siguiente manera: 25 μL de 
High Fidelity PCR Master (Roche Diagnostic Cat. Nº 12 140 314 001), 0,4 μM de los cebadores 
218MITOC-FOR/218MITOC-REV y 321APIS-FOR/321APIS-REV, 0,03 μM de los cebadores COI-
F/COI-R, 0,4 mM de cada DNTP, 3mM Cl2Mg, 0,2mg/mL de SAB, 0,1% Triton X-100 y 5 μL de 
muestra. El programa del termociclador consistió en 94°C durante 2 min, seguido de 10 ciclos 
de 15 s a 94°C, 30 s a 59°C, y 45 s a 72°C, 20 ciclos de 15 s a 94°C, 30 s a 59°C, y 50 s a 72°C 
más 5 s de elongación por cada ciclo sucesivo, y una extensión final a 72°C durante 7 min. Se 
utilizaron testigos positivos y negativos (H2O) para cada reacción. 
 
7.1.3.1.4 Secuenciación 
 
La confirmación final de la especificidad de la amplificación obtenida por la PCR se 
realizó a través de la secuenciación de los fragmentos amplificados por los cebadores COI-
F/COI-R, realizando el análisis de las secuencias tal como se describe en el apartado 
7.1.2.1.4. 
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7.1.4 Braula coeca 
 
La presencia/ausencia de B. coeca se determinó sobre las muestras de abejas adultas 
haciendo un diagnóstico diferencial con V. destructor tal como recomienda la OIE (2004).  
Se realizó la observación al igual que para los adultos de Varroa en las mismas 100-
150 abejas adultas. Al igual que ocurría en el caso de Varroa, los dípteros muertos se 
desprendieron con facilidad de las abejas congeladas y se pudieron identificar fácilmente 
sobre un papel blanco.  
 
7.1.5 Virus 
Por motivos estructurales y económicos, los análisis para la detección de virus sólo se 
realizaron en el estudio regional y se llevaron a cabo en la Agencia para la Investigación 
Alimentaria y del Medio Ambiente de York, Inglaterra (Food and Environment Research 
Agency, Sand Hutton, York, YO41 1LZ, Reino Unido).  
Se analizaron las muestras de abejas adultas para detectar la presencia del VRN, VK, 
VIPA, VCS, VAD, VPA y VPC. 
 
7.1.5.1 Extracción de los ácidos nucleicos, degradación del ADN y 
retrotranscripción 
 
En el procesamiento de las muestras en el laboratorio para la extracción de ARN se 
empleó una solución al 50% del tampón AL (Qiagen, Cat. Nº 1014604) junto con VX Carrier 
RNA (Qiagen, Cat. Nº 950280).  
Todas las reacciones se realizaron en placas de 96 pocillos. Un total de 400 ml del 
sobrenadante se incubó con proteasa (Qiagen) a 70°C durante 15 min. Posteriormente se 
realizó la extracción de ácidos nucleicos mediante el kit Biosprint 96 DNA Blood (Qiagen) y 
en el robot BioSprint (Qiagen), utilizando el programa de Tejidos.  
Los ácidos nucleicos obtenidos se sometieron a una digestion con DNasa (DNase I, 
Qiagen) para eliminar el ADN genómico. El ARN total así obtenido se utilizó inmediatamente 
para generar el ADN-copia (ADNc) utilizando el Quantitec Reverse Transcription Kit (Qiagen, 
Cat. Nº 05081955001), según las instrucciones del fabricante. Brevemente, se incubaron 5 μL 
de ARN con gDNA wipeout durante 2 min a 42°C. A continuación, se añadieron la enzima 
retrotranscriptasa inversa y los cebadores (oligo-dTs y ramdom primers) a la mezcla para 
incubarla durante 30 min. a 42°C y 3 min. a 95°C. El ADNc generado se congelo a -20°C hasta 
su posterior análisis por PCR. 
En cada uno de los pasos (extracción de ácidos nucléicos y reacción de transcripción 
inversa), se procesaron en paralelo tanto controles negativos como positivos. 
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7.1.5.2 PCR a tiempo real 
 
Se emplearon técnicas de PCR a tiempo real con la utilización de los cebadores y 
sondas que aparecen en la Tabla 8. Como control interno de la técnica, se utilizó el gen 18S 
del ARNr de Apis mellifera. De este modo, se evitaron resultados falsos negativos al 
confirmar la presencia del ácido nucleico de abeja en muestras que negativas a los virus.  
 
Tabla 8. Cebadores y sondas empleadas en los análisis de virus por PCR a tiempo real 
 
Objetivo Nombre Secuencia (5? a 3?) 
VRN1 BQCV 9195F (directo) GGTGCGGGAGATGATATGGA 
BQCV 265R (reverso) GCCGTCTGAGATGCATGAATAC 
BQCV 8217T (sonda) TTTCCATCTTTATCGGTACGCCGCC 
VK1 KBV 83F (directo) ACCAGGAAGTATTCCCATGGTAAG 
KBV 161R (reverso) TGGAGCTATGGTTCCGTTCAG 
KBV 109T (sonda) CCGCAGATAACTTAGGACCAGATCAATCACA 
VPIA2 IAPV B4S0427_R130M (directo) RCRTCAGTCGTCTTCCAGGT 
IAPV B4S0427_L17M (reverso) CGAACTTGGTGACTTGARGG 
IAPV Probe (sonda) TTGCGGCAATCCAGCCGTGAAAC 
VCS1 SBV 311F (directo) AAGTTGGAGGCGCGyAATTG 
SBV 380R (reverso) CAAATGTCTTCTTACdAGAGGyAAGGATTG 
SBV 331T (sonda) CGGAGTGGAAAGAT 
VAD1 DWV 9587F (directo) CCTGGACAAGGTCTCGGTAGAA 
DWV 9711R (reverso) ATTCAGGACCCCACCCAAAT 
DWV 9627T (sonda) CATGCTCGAGGATTGGGTCGTCGT 
VPA2 APV 95F(directo) TCCTATATCGACGACGAAAGACAA 
APV 159R (reverso) GCGCTTTAATTCCATCCAATTGA 
APV 121T  (sonda) TTTCCCCGGACTTGAC 
VPC2 CPV 304F (directo) TCTGGCTCTGTCTTCGCAAA 
CPV 371R (reverso) GATACCGTCGTCACCCTCATG 
CPV 325T (sonda) TGCCCACCAATAGTTGGCAGTCTGC 
18S2 Bee 18S F (directo) TGTTTTCCCTGGCCGAAAG 
Bee 18S R (reverso) CCCCAATCCCTAGCACGAA 
Bee 18S Probe  (sonda) CCCGGGTAACCCGCTGAACCTC 
           1 Chantawannakul y col., 2006 
           2 Perkins K, Budge G y Boonham N, datos sin publicar. 
 
7.2 Patógenos de la cría 
 
La determinación de los patógenos de la cría comenzó con un examen macroscópico 
de cada muestra recibida para evaluar el estado de los opérculos de la cría y la morfología de 
la misma, en busca de los signos clínicos patognomónicos que provocan.  
A continuación, se realizaron diferentes análisis en función del agente que se quería 
determinar. 
 
7.2.1 Varroa destructor 
 
Al igual que en el caso de las abejas adultas, la presencia/ausencia del parásito 
Varroa sobre la muestra de cría se determinó siguiendo el método recomendado por la OIE 
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(2004). Para ello, se examinó la cría disponible (mayoritariamente de obreras). Se eliminaron 
los opérculos de cera de las celdillas con unos escalpelos y  posteriormente se extrajeron las 
larvas con unas pinzas dejando a la luz las varroas adultas. 
Los ácaros identificados se almacenaron tal como se explica en el apartado 4.4.  
 
7.2.1.1 Determinación haplotipo 
 
La determinación del haplotipo de las varroas procedentes de la cría de abeja se 
realizó tal como se explica en el apartado 7.1.1.1. 
 
7.2.2 Ascosphaera apis 
 
Las muestras de cría que macroscópicamente resultaron sospechosas, debido a la 
presencia de momias (blancas y/o negras), se sometieron a un análisis microbiológico que 
sirvió como confirmación de la presencia del hongo, sin embargo sobre aquellas muestras de 
apariencia normal, sólo se realizó un análisis molecular. 
 
7.2.2.1 Análisis microbiológico (confirmación casos clínicos) 
 
Las momias se sembraron directamente en una placa con el medio de cultivo MY20 y 
se mantuvieron en aerobiosis a 30°C durante 7 días (Raper y Fennell, 1965). 
 
7.2.2.2 Nuevas aportaciones técnicas 
Para el desarrollo de un método molecular para la determinación de A. apis se 
utilizaron dos tipos de testigos positivos para obtener ADN específico que se utilizaría 
posteriormente en las técnicas de PCR. Por un lado, las muestras de la cría de abeja 
infectada procedente de los colmenares, analizada y confirmada microbiológicamente en el 
laboratorio de Patología Apícola del CA. Y por otro, la cepa patrón 38506TM procedente del 
banco de cepas ATCC (American Type Culture Collection). 
La cepa patrón liofilizada de A. apis se reconstituyó siguiendo las instrucciones del 
fabricante. Brevemente, se sembró en caldo de patata dextrosa, en aerobiosis a 18°C 
durante 48-72 h para posteriormente re-sembrarla en medio MY-20 con las condiciones 
descritas en el apartado anterior.  
 
7.2.2.2.1 Extracción de ácidos nucleicos 
Una vez que se consiguió el crecimiento fúngico, se tomo una muestra del micelo de 
la cepa patrón a partir de colonias aisladas del medio de cultivo y se introdujo en un vial 
estéril de 1,5 mL (Eppendorf) junto con un mL de H2O Milli-Q.  
La extracción de los ácidos nucléicos se realizó igual que en el apartado 7.1.2.1.1. 
MATERIAL Y MÉTODOS 
 103 
7.2.2.2.2 Diseño de cebadores 
 
El diseño de cebadores se realizó siguiendo los mismos pasos descritos en el apartado 
7.1.2.1.2 para el diseño de cebadores de Acarapis, con las siguientes excepciones: 
Se hallaron un total de 789 secuencias de A. apis disponibles en GenBank (Diciembre, 
2007), muchas de las cuales correspondían a fragmentos de ADN del proyecto de 
secuenciación del hongo (database WGS sequences; tax 392613 proyecto de secuenciación) 
que todavía no habían sido ensamblados. Además, se realizó una búsqueda de secuencias de 
especies próximas a A. apis con el fin de poder diseñar cebadores que sólo anillaran con el 
ADN del organismo de interés.  
Se seleccionó el gen 5.8S del ARNr con dos secuencias disponibles (U68313 y U18362) 
ya que se comprobó que este fragmento era la diana más representada en la base de datos 
del género Ascosphera. Sin embargo, tras el alineamiento de las secuencias se comprobó 
que existía una discrepancia considerable en los inicios de ambas, por lo que no fue posible 
obtener una secuencia consenso. Para comprobar cual de las dos secuencias era la correcta, 
se alinearon cada una de ellas con los datos del borrador de la secuenciación completa del 
genoma de A. apis [Qin y col. (2006); http://www.hgsc.bcm.tmc.edu/projects/microbial]. La 
mayor similitud se obtuvo con la  secuencia U68313. 
Con la ayuda del programa ClustalW, se realizó un nuevo alineamiento de esta 
secuencia (U68313) con las 19 restantes de otras especies de Ascosphaera (Tabla 9) y se 
comprobó que A. apis tenía una zona diferente al resto, como ya habían descrito James y 
Skinner (2005). 
 
Tabla 9. Secuencias genéticas de Ascosphaera spp. utilizadas en el diseño de cebadores 
 
Ascosphaera spp. Secuencia Ascosphaera spp. Secuencia 
A. duoformis U68316 A. major  U68315 
A. atra  U68314 A. larvas  U68330 
A. xerophila  U68326 A. flava  U68332 
A. variegata  U68319 A. fusiformis  U68324 
A. subcuticulata  U68331 A. celerrima  U68325 
A. solina  U68328 A. colubrina  U68320 
A. pollenicola  U68329 A. aggregata  U68323 
A. proliperda  U68318 A. asterophora  U68322 
A. osmophila  U68317 A. acerosa  U68321 
A. naganensis  U68327   
 
Diseño de cebadores y test de idoneidad. La secuencia consenso se introdujo en el 
programa Primer3 para el diseño de los cebadores.  
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Sobre los cebadores generados, AscorFor y AscorRev, se realizaron tests de 
complementariedad para comprobar que no anillaban entre ellos ni con otro fragmento que 
no interesase.  
Reproducibilidad y especificidad. La reproducibilidad se comprobó por repetición de todo el 
proceso (desde la extracción hasta la electroforesis en gel de agarosa) en 5 muestras 3 
veces. Asimismo, se realizaron test de especificidad enfrentándolos a especies bacterianas 
que comúnmente se encuentran en las muestras de la colmena: B. laterosporus (ATCC 64), P. 
alvei (ATCC 6344) y P. l. pulvifaciens (ATCC 49843). 
 
7.2.3 Melissococcus plutonius 
 
Si bien existe un medio selectivo para cultivar M. pluton (OIE, 2004), el crecimiento 
de esta bacteria es complicado y todavía más el aislamiento debido a la competición con 
otras bacterias. Además, aún siendo aislada, es difícil identificarla por su naturaleza 
pleomórfica. 
 
7.2.3.1 Nuevas aportaciones técnicas 
 
Para la identificación de M. plutonius se optó también por el desarrollo de un método 
molecular. Para ello, se emplearon como testigos positivos la cepa patrón ATCC 35311 y 
varias muestras de larvas infectadas procendentes de colmenares suizos. Estas muestras, 
además de ADN de M. plutonius fueron remitidas por Alexandra Roetschi de Berna, Suiza 
(Département fédéral de l’économie DFE, Station de recherche Agroscope Liebefeld-Posieux 
ALP, Schwarzenburgstr. 161).  
La cepa patrón liofilizada de M. plutonius se reactivó siguiendo las recomendaciones 
del fabricante. Brevemente, se sembró en caldo M. plutonius medium (ATCC 1430 Broth) en 
anerobiosis a 30°C durante 48-72 h y se re-sembró posteriormente en el medio de cultivo 
específico recomendado por la OIE (2004). 
 
7.2.3.1.1 Extracción de ácidos nucleicos 
 
La extracción de los ácidos nucléicos se realizó igual que en el apartado 7.1.2.1.1. 
 
7.2.3.1.2 Diseño de cebadores 
 
El diseño de cebadores se realizó siguiendo los mismos pasos descritos en el apartado 
7.1.2.1.2 para el diseño de cebadores de Acarapis, con las siguientes salvedades: 
En el momento de la búsqueda (Noviembre, 2007) había disponibles en el GenBank 
cinco secuencias del ARNr, cuatro correspondían al gen 16S (AY862507, AJ301842, X75752 y 
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X75751) y una al gen 23S (AJ295317). Se alinearon las secuencias del gen 16S para conseguir 
una secuencia consenso sobre la que hacer el diseño de los cebadores 
Las cuatro secuencias seleccionadas mostraron una alta similitud después de su 
alineamiento usando ClustalW, mostrando solo un punto de polimorfimos que se evitó como 
zona de diseño de los cebadores. Ninguna otra región genética del género Melissococcus 
estaba disponible en Genbank y por eso no se puedieron hacer alineamientos con otras 
especies.  
Diseño de cebadores. La elección de los cebadores debía cumplir varios requisitos ya que el 
objetivo final de este diseño era combinarlos en PCR mútliplex con los cebadores utilizados 
para la identificación de los otros agentes de la cría (A. apis y P. larvae). La Tm debía por 
tanto ser parecida para todas las parejas de cebadores y el tamaño del fragmento 
amplificado de M. plutonius debía ser fácilmente diferenciable de los otros en un gel de 
agarosa.  
Test de idoneidad, reproducibilidad y especificidad de los cebadores. Se realizaron tests de 
complementariedad y de especificidad sobre los cebadores MeliFor y MeliRev tal como se 
explicó en el caso del diseño de los cebadores anteriores. 
 
7.2.4 Paenibacillus larvae 
 
Al igual que en el caso de A. apis, aquellas muestras que macroscópicamente 
resultaron sospechosas, se sometieron a análisis microbiológicos y bioquímicos (API 50 CHB, 
bioMérieux), que sirvieron como confirmación de loque americana, sin embargo sobre 
aquellas muestras de apariencia normal, sólo se realizó un análisis molecular.  
 
7.2.4.1 Análisis microbiológicos (confirmación casos clínicos) 
 
Las larvas se sembraron directamente en placas con agar sangre (Oxoid, Cat. Nº 
PB0115) y se mantuvieron en condiciones de anerobiosis (Oxoid Cat. Nº AN0025) a 37°C 
durante 48-72 h (OIE, 2004). 
 
7.2.4.2 Análisis molecular 
 
Para la identificación molecular de P. larvae se utilizaron los cebadores propuestos 
por Govan y col. (1999) (Tabla 10). Se utilizaron como testigos positivos las muestras 
infectadas procedentes de los colmenares del CA además de la cepa patrón ATCC 9545 
(reactivación en caldo infusión cerebro-corazón en anerobiosis a 37°C durante 48-72 h y 
posterior re-siembra en agar sangre tal como se describe en el apartado 7.2.4.1). 
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Tabla 10. Cebadores seleccionados para la detección de P. larvae (Govan y col., 2009) 
 
Cebadores Secuencia (5´-3´) 
Tamaño 
producto PCR  
Especificidad 
Primer 1 (directo) AAGTCGAGCGGACCTTGTGTTTC 
973 pb P. larvae 
Primer 2 (reverso) TCTATCTCAAAACCGGTCAGAGG 
 
7.2.4.2.1 Extracción de ácidos nucleicos 
 
La extracción de los ácidos nucléicos se realizó igual que en el apartado 7.1.2.1.1.  
 
7.2.5 PCR múltiple de los patógenos infecciosos de la cría 
 
7.2.5.1 Diseño de la PCR múltiple 
 
El método de diagnóstico elegido para detección de los principales agentes 
infecciosos de la cría (A. apis, M. plutonius y P. larvae) fue una PCR multiplex. El diseño de 
este tipo de PCR requiere la puesta a punto de tres reacciones individuales con similares 
condiciones, para que una vez puestos los tres pares de cebadores en la misma reacción, 
éstos no pierdan ni eficacia ni sensibilidad. Para ello, se han utilizado las parejas de 
cebadores descritas en los apartados 7.2.2.2.2, 7.2.3.1.2 y 7.2.4.2.  
Se realizó un gradiente de temperatura  (58-74 +/- 5°C) para determinar 
empíricamente las temperaturas de anillamiento de cada pareja de cebadores 
seleccionados. Asimismo, se realizaron pruebas con varias concentraciones de cebadores 
(0,08-0,6 μM +/- 0,02 μM).  
 
7.2.5.2 Condiciones de la PCR 
 
Los análisis de PCR se realizaron bajo las mismas condiciones descritas en el apartado 
7.1.2.1.3, a excepción de que en esta ocasión se emplearon tres parejas de cebadores 
empleados: AscosFor/AscorRev, MeliFor/MeliRev y Primer1/2 a las concentraciones de 0,09, 
0,6 y 0,05 μM respectivamente.   
 
7.2.5.3 Secuenciación 
 
La secuenciación de cada uno de los fragmentos amplificados y el análisis de las 
secuencias se llevaron a cabo tal como se describe en el apartado 7.1.2.1.4. 
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7.2.6 Virus 
 
El análisis de virus para cría de abejas se realizó tal como se describe en el apartado 
7.1.5 para las abejas adultas con la excepción de que se utilizó el tampón AL al 40% para 
compensar el líquido secretado por las propias muestras. 
 
8 Adaptaciones para un elevado tamaño muestral 
 
Debido al elevado número de muestras analizadas en este estudio (1957 de abejas 
adultas y 1679 de cría), fue imprescindible adaptar el procesamiento y análisis de las mismas 
sin perder la eficacia ni sensibilidad en los métodos empleados. Para ello se utilizaron los 
equipos que se describen a continuación. 
 
8.1 Maceración de la muestra 
 
8.1.1 Fase 1: Utilización de bolsas con filtro  
 
La maceración de las muestras se realizó en una primera fase en bolsas con filtro 
(Stomacher 80® Biomaster strainer bags Seward, Cat. Nº BA6040/STR) y la selección de 
muestras fue la siguiente: 
? 100 abdómenes de abeja adulta en el caso del género Nosema. 
? 100 tórax de abeja adulta en el caso de A. woodi. 
? 5 g de cría en el caso de A. apis, P. larvae y M. plutonius.  
Se introdujeron las partes de las abejas necesarias en cada caso en bolsas de plástico 
estériles con filtro junto con 25 mL de H2O Milli-Q. Las bolsas se pusieron en el interior del 
masticador mecánico Stomacher 80® Biomaster (Seward) a alta velocidad durante 2 min. El 
filtro retuvo el material grosero, facilitando el paso del macerado a tubos estériles de 50 mL.  
Posteriormente, se añadieron nuevamente 25 mL de H2O Milli-Q y se repitió el proceso 
mecánico. La suspensión obtenida se centrifugó a 1200 rpm durante 6 min, descartándose el 
sobrenadante y reconstituyéndo el sedimento en cinco mL de H2O Milli-Q. 
 
8.1.2 Fase 2: Utilización de placas de 96 pocillos 
 
Una vez obtenido el macerado correspondiente, se distribuyeron 500 μL de cada uno 
de los concentrados obtenidos en el apartado anterior, en placas de 96 microtubos 
(Collection Microtube Racked, Qiagen, Cat. Nº 19560) con perlas de vidrio de dos mm. Estas 
placas se sometieron a una agitación de 30 Hz durante 6 min en un triturador mecánico 
(TissueLyser, Qiagen) con el fin de romper los componentes de los diferentes agentes 
patógenos y facilitar la liberación del material genético. 
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8.2 Extracción de los ácidos nucleicos 
 
Para la extracción del ADN y la posterior PCR en la misma placa se añadieron 30 μL de 
tampón ATL (Qiagen, Cat. Nº 19076) y 20 μL de Proteinasa K (Qiagen, Cat. Nº 19131) por 
muestra y se incubaron en las placas a 56°C durante 12 h. 
Para la determinación de Nosema, la extracción de los ácidos nucleicos se realizó 
utilizando el kit comercial DNeasy Blood & Tissue (Qiagen, Cat. Nº 69581) que consiste en 
una placa con 96 columnas de purificación. En cambio, para la identificación de A. woodi y 
de los principales agentes infecciosos que afectan a la cría (A. apis, M. plutonius y P. larvae), 
se empleó el kit comercial DNeasy Universal Tissue (Qiagen, Cat. Nº 69581), basado en la 
unión del ácido nucleico a esferas magnéticas, utilizando además el robot de extracción 
automática BioSprint 96 (Qiagen) según las instrucciones del fabricante (programa “BS96 
DNA Tissue”).  
Tanto en un caso como en el otro, el volumen de partida de la muestra fue de 200 μL 
y el ADN se eluyó finalmente en 100 μL. En cada placa (96 muestras) de extracción de ADN se 
incluyó agua como testigo negativo (H2O Milli-Q) para controlar la eficacia del sistema. 
 
8.3 Electroforesis capilar 
 
Una vez realizada la PCR, los fragmentos obtenidos se analizaron en el equipo de 
electroforesis capilar QIAxcel System (Qiagen) usando el kit comercial QIAxcel DNA Screening 
(Qiagen, Cat. Nº 929004).  
 
9 Detección de pesticidas en polen 
 
Para la detección de pesticidas se analizó el polen de reserva (100 g por muestras) 
almacenado según se indica en el apartado 4.4.3, de un total de 1021 colmenas 
representativas de toda la geografía española. El estudio se realizó mediante un análisis 
multi-residuos diseñado y puesto a punto por el Departamento de Química Analítica de la 
Facultad de Valladolid por cromatografía de gases con detector de espectrometría de masas 
o cromatografía de líquidos con detector de espectrometría de masas; se emplearon 
métodos específicos para el fipronil y la imidacloprida (Bonmartin y col., 2003). 
 
10 Determinaciones palinológicas 
 
La determinación del tipo de flores visitadas por las abejas y el posible contacto con 
plantas cultivadas en las que se pudieron haber aplicado pesticidas, se realizó en el 
laboratorio de miel del CA. Para ello, se aislaron e identificaron granos de polen de cada 
muestra, se limpiaron siguiendo el método Erdtman (Erdtman, 1969), se montó la 
preparación sobre una gelatina de glicerina para observar bajo microscopio óptico y se 
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identificó la especie de un mínimo de 100 granos con la ayuda de un atlas fotográfico 
(Valdés, 1987; Faegri y Iversen, 1989) y de la colección de referencia propia del CA. 
 
11 Análisis estadístico de los datos 
 
Cada colmena muestreada se localizó geográficamente (coordenadas X e Y 
declaradas bien directamente por el apicultor o bien buscando en el SIGPAQ 
(http://sigpac.mapa.es/fega/visor/) el municipio en el que se declaraba que se encontraba el 
colmenar. La distribución de los patógenos se relacionó con la ubicación del colmenar y la 
información de los pisos climáticos arriba mencionados y se procesó con el programa 
Geographical Information Systems, v. 9.0. La distribución en los agentes patógenos 
identificados y sus prevalencias se compararon mediante una prueba de Chi2 de Pearson (χ2). 
Los datos obtenidos mediante la encuesta epidemiológica junto con los datos del 
laboratorio se grabaron en una base de datos a través de la aplicación de Epi-InfoTM 
habilitada para tal efecto.  
Se realizó un estudio en dos fases para evaluar la relación entre cada variable 
explicativa y el evento. En la primera fase se realizó un descriptivo de cada una de las 
variables con el objeto de identificar las variables con un alto porcentaje de valores perdidos 
o con baja heterogeneidad de las respuestas. Posteriormente se realizó un análisis 
univariado (Test χ2 de Pearson o ANOVA/Kruskal-Wallis test) entre cada variable explicativa y 
el evento (PC). Las variables asociadas al evento con una significación de p < 0.30 fueron 
preseleccionadas para el modelo de regresión multivariante (Mickey y Greenland, 1989). Se 
analizaron todas las relaciones bilaterales entre las variables explicativas mediante la prueba 
de probabilidad exacta de Fisher o de χ2 de Pearson.    
En una segunda fase se emplearon 3 tipos de regresión apropiadas para los estudios 
transversales: regresión logística, regresión log-binomial y regresión de Poisson con varianza 
robusta (Barros y Hirakata, 2003). La mejor estimación se obtuvo con la regresión de Poisson 
con varianza en la que el estimador de riesgo fue la Razón de Prevalencias (RP), resolviendo 
así los problemas de convergencia detectados con la regresión log-binomial y la 
imposibilidad de calcular Odd Ratio en regresión logística, debida a la presencia de recuentos 
igual a “0” en algunas de las principales variables explicativas. El modelo final se obtuvo con 
los factores significativos p < 0.05 (2-colas). Algunas variables de especial interés biológico 
fueron forzadas al modelo de regresión. 
El criterio para retener en el modelo final una variable introducida fue bien que 
mejorara la bondad del ajuste >10% o que modificara el estimador de riesgo RP >25% 
(Dohoo y col., 2003). La bondad del ajuste se midió a partir de las devianzas de los modelos. 
Todos los análisis se realizaron con STATA v.9. 
En el estudio regional el evento prioritario a estudiar fue el colmenar afectado por la 
pérdida de colmenas (PC). Se consideró PC aquella colmena que experimentó muerte de 
SANIDAD APÍCOLA 
 
 110
abejas superior a las normales (que podría cifrarse en 5-10% como normal) en el periodo del 
muestreo o en el otoño/invierno posterior a éste. Se calculó la prevalencia del evento PC con 
el correspondiente intervalo de confianza (IC) al 95%. Asimismo, y dado el interés no solo del 
evento a medir sino también de la frecuencia de aparición de determinados patógenos se 
calcularon las prevalencias e IC para todos ellos. Posteriormente se realizó un análisis de 
correlaciones bivariada entre los distintos patógenos.  
Se realizó un estudio espacial donde se emplearon diversas metodologías de 
autocorrelación espacial del programa ArcGIS Desktop v. 9.2 para representar las colmenas 
muestreadas. El índice I de Moran (Global Moran’s I) permite obtener una visión global de 
los procesos de interrelación espacial y se utilizó para medir la correlación entre las 
observaciones, identificar los patrones y los niveles de agrupamiento espacial entre los los 
puntos de muestreo. El método Local Getis-Ord, se utilizó para probar la significación 
estadística de las agrupaciones locales, que mide la concentración de casos distribuidos 
espacialmente (Getis y Ord, 1992; Ord y Getis, 1995). En estudios anteriores, se había 
propuesto un área de alimentación de 13 km para paisajes desérticos (Eckert, 1933), sin 
embargo, en base a la orografía de Galicia, se aplicó una distancia máxima de 5 km para 
definir el área de alimentación, como ya habían descrito otros autores (Gary, 1975; Colin y 
col., 2004).  
Análisis de los pesticidas 
El tratamiento estadístico de los datos en los que respecta a muestras positivas a 
pesticidas (valores medios y sus intervalos de confianza) se llevaron a cabo usando un 
paquete estadístico, Sttgrphics Centurion XV, de Statpoint Technologies, Inc. (Warrenton, VA, 
EE. UU.). 
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12 Estudio nacional 
 
El número total de muestras solicitadas por muestreo fue de 1171 colmenas 
que siguieron la distribución espacial que se muestra en la Fig. 10.  
 
Figura 10. Número de muestras esperadas por Comunidad Autónoma y por muestreo 
 
    
 
 
 
13 Estudio regional 
 
La distribución espacial de las 99 muestras en función de la comarca de origen 
fue la que se muestra en la Fig. 11. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
SANIDAD APÍCOLA 
 114
Figura 11. Distribución espacial del número de muestras recogidas por comarca 
 
 
 
 
 
14 Encuesta epidemiológica 
 
 
14.1 Estudio nacional 
 
El número total de paquetes recibidos (entendido éste como la encuesta más 
las muestras de abejas adultas, cría, polen, miel y cera) fue de 1957 entre los años 
2006 y 2007, distribuidas como se representa en la Fig. 12. En primavera del primer 
año se recibieron un total de 634 y en otoño 462. El segundo año, el número 
disminuyó ligeramente siendo 528 las muestras recibidas en primavera y 333 en otoño. 
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Figura 12.  Número de muestras solicitadas y recibidas por Comunidad Autónoma y por muestreo 
            
 
Aunque todas las comunidades autónomas participaron en al menos dos 
muestreos, algunas regiones sólo lo hicieron en uno de los dos años de estudio, como 
se puede observar en los casos de Madrid (en el año 2006) y Cataluña (en el año 2007). 
En otras comunidades como Canarias y Baleares, el estudio empezó más tarde, 
faltando así el primero de los muestreos. Asimismo, varias de las colmenas 
participantes en el primer muestreo (primavera 2006) no continuaron en alguno de los 
siguientes.  
Por otro lado, dado que la toma de muestras no la realizó directamente nuestro 
equipo, no tenemos la seguridad de que la colmena inicialmente identificada como 
“centinela” fuese la misma que en el resto de muestreos ya que a pesar de que 
algunos apicultores lo comunicaron a través de las encuestas, otros muchos no lo 
hicieron. Por lo tanto, el objetivo inicial del proyecto de hacer un seguimiento de cada 
colonia en los cuatro muestreos no se pudo llevar a cabo y por ende, a partir de ahora 
los muestreos se considerarán independientes entre sí, dando así una fotografía de la 
situación en cada uno de los cuatro momentos. Consecuentemente, en los siguientes 
apartados de este trabajo, se compararán de forma global (por comunidad autónoma) 
las prevalencias para cada uno de los agentes nosógenos.   
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La mayor proporción de los apicultores participantes en este estudio eran 
profesionales (46,4%), situándose principalmente en Andalucía, Aragón, Comunidad 
Valenciana, Extremadura y Murcia. No obstante, el porcentaje de apicultores no 
profesionales (16-149 colmenas) es amplio (34,6%) destacando en las comunidades de 
Canarias, Cantabria, Galicia, Madrid, Navarra y País Vasco. El 19% restante poseía 
explotaciones de autoconsumo (<16 colmenas) y en regiones como Asturias la 
proporción de este tipo de apicultores alcanzó el 52% de los encuestados (Fig. 13). 
 
 
Figura 13. Tipo de explotaciones (%) 
                               
 
La mayor parte de las colmenas muestreadas correspondían al tipo Perfección 
(46,7%) o Layens (43%) (Fig. 14). A nivel de comunidad autónoma se observa que 
predominaban las colmenas tipo Layens en Andalucía, Aragón, Comunidad Valenciana, 
Extremadura y Murcia, mientras que las Perfección abundan en Asturias, Canarias, 
Cantabria, Galicia, Madrid, Navarra y País Vasco. En el resto de regiones se distribuían 
de forma homogénea entre ambos tipos. 
 
 
Figura 14. Tipo de colmenas (%) 
                              
 
Con respecto a la trashumancia, es una práctica realizada por el 44,7% de los 
apicultores encuestados, concentrándose en las comunidades de Aragón, Andalucía, 
Comunidad Valenciana, Extremadura y Murcia, en las que más del 65% manifiesta 
haberla realizado y siendo el girasol, el cultivo más aprovechado (45,7%) (Fig. 15).  
12,7 
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Figura 15. Realización de trashumancia (%) 
 
                                   
 
En cuanto a la clasificación zootécnica de las explotaciones la mayoría se 
dedicaban a la producción de miel (92.8%) y el resto de orientaciones productivas era 
minoritaria en todas las CC. AA. (Fig. 16) a excepción de Aragón, Cataluña y Castilla 
León en las que la polinización representa un porcentaje relativamente importante 
(28,2%, 54,5% y 28,3%, respectivamente). 
 
Figura 16. Clasificación zootécnica de las explotaciones (%)     
                                   
En cuanto a los tratamientos de Varroa, el 90% de los apicultores encuestados 
manifestó haber aplicado uno o dos tratamientos al año durante el periodo de estudio. 
En relación al primer tratamiento, el producto veterinario más empleado fue 
Apistan® (Fluvalinato, 36,1%) seguido de Bayvarol® (Flumetrina, 26,4%) y de Apivar® 
(Amitraz, 14,6%) (Fig. 17). Estos porcentajes de utilización de productos se 
mantuvieron relativamente estables en los cuatro muestreos en los que se dividió el 
estudio. 
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Figura 17. Productos mayoritarios empleados en el primer tratamiento frente a V. destructor 
                        
Del 13% de los apicultores que emplearon productos distintos a los habituales, 
tanto comerciales como artesanales, se contabilizaron un total de 22 productos 
diferentes, algunos de ellos usados en combinación (Fig. 18). Los más habituales para 
el periodo de estudio total, fueron amitraz (23,3%; principio activo del Apivar®) y timol 
(32,3%) en sus diferentes presentaciones (Apiguard® y Apitimol®). Por otro lado, un 
2,1% de los apicultores declara haber utilizado clorfenvinfós (Supona®). 
 
Figura 18. Productos minoritarios empleados en el primer tratamiento frente a V. destructor   
                       
 
 
La forma de aplicación de los productos mayoritarios (Apistan®, Bayvarol® y 
Apivar®) es a través de la colocación de tiras de plástico impregnadas con el principio 
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activo. Estas tiras deben colocarse en el interior de las colmenas en un número 
determinado y durante un período de tiempo concreto. Considerando que el uso 
correcto en cuanto a número de tiras de producto por colmena es de 2, para Apistan® 
y Apivar® y 4, en el caso del Bayvarol®; y que el número de semanas correctos es de 6 
a 8 semanas para el Apistan® y Bayvarol® y de 6 a 10 semanas para el Apivar® se puede 
extraer que tan solo un 52.9% de los apicultores participantes en el estudio realizó 
correctamente el primer tratamiento frente a Varroa. De ellos, el 61,5% de los que 
utilizaron Apistan® y el 42,2% de los que emplearon Bayvarol® lo hicieron de una 
forma correcta (Tabla 11). 
 
 
Tabla 11. Uso correcto del primer tratamiento frente a V. destructor teniendo en cuenta el número de 
tiras y número de semanas. 
 
Producto 
Nº tiras  
correcto 
Nº semanas 
correcto 
Ambas  
correctas 
% 
Apistan® 2 6 a 8 434 61,5 
Apivar® 2 6 a 10 145 50,7 
Bayvarol® 4 6 a 8 218 42,2 
Total - - 797 52,9 
 
 
Tan solo el 46,8% de los apicultores aplicó un segundo tratamiento y tal como 
ocurría con los que aplicaron el primero, la mayoría empleó Apistan® (16,5%) o 
Bayvarol® (12,4%) (Fig. 19). 
 
 
Figura 19. Productos mayoritarios empleados en el segundo tratamiento frente a V. destructor 
                           
 
Casi el 11% de los encuestados emplearon otro tipo de producto (Fig. 20), entre 
los que destacan el amitraz (23,5%) y el timol en sus diversas modalidades (29,5%). Al 
igual que ocurrió en el primer tratamiento, un porcentaje pequeño de apicultores 
(4,9%) declaró haber utilizado clorfenvinfós.  
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Figura 20. Productos minoritarios empleados en el segundo tratamiento frente a V. destructor 
     
 
 
El porcentaje de apicultores que trató correctamente a la colonia de abejas 
atendiendo a número de tiras por colmena y número de semanas de tratamiento fue 
muy parecido al del primer tratamiento, situándose en torno al 52% (Tabla 12). 
 
Tabla 12. Uso correcto del segundo tratamiento frente a V. destructor teniendo en cuenta el número de 
tiras y número de semanas.  
 
Producto Nº tiras  
correcto 
Nº semanas 
correcto 
Ambas  
correctas 
% 
Apistan® 2 6 a 8 219 68,0 
Apivar® 2 6 a 10 54 47,0 
Bayvarol® 4 6 a 8 79 32,5 
Total - - 352 51,8 
 
En cuanto a los tratamientos frente a las nosemosis, sólo el 15,5% apicultores 
manifestó haber realizado alguno, siendo el Fumidil B® (cuyo principio activo es la 
fumagilina) el producto veterinario principalmente empleado (98,3%). No obstante, al 
comprobar la pauta posológica recomendada en el prospecto, se observó que el 100% 
de los que lo emplearon, lo hizo de un modo insuficiente bien en la dosis empleada y/o 
en el número de tratamientos aplicados. El 1,3% empleó algún antibiótico no 
autorizado para el control de Nosema (paramomicina y terramicina) y  el 0,3% (un 
apicultor) algún producto homeopático no especificado.  
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Finalmente, sólo el 4,3% de los apicultores encuestados manifestaron haber 
tratado sus colonias frente a loque americana. Y a pesar de que se declararon una 
amplia variedad de productos (Amoxicilina, Apiciclina, Apitimol, Fumagilina, 
Oxitetraciclina, Sulfamida, Sulfatiazol, Terramicina, Tetraciclina) ningún apicultor aplicó 
un tratamiento veterinario adecuado para esta enfermedad. 
14.2 Estudio regional 
 
Un total de 53 de 99 colmenares muestreados fueron clasificados como 
positivas a la pérdida de colmenas (PC) durante el año 2008, lo que representa una 
prevalencia de 53,5% (IC95% = 43,2-63,9; p< 0,0001). La distribución espacial se muestra 
en la Fig. 21. Aunque la prevalencia observada de PC fue menor de lo esperado, no fue 
estadísticamente significativo (67%; χ2 = 2,90, p = 0,087).  
 
Figura 21. Distribución de colmenas afectadas por pérdida de colonias (PC) y asintomáticas 
      
 
 
 
Los datos recogidos en esta encuesta regional están en consonancia con los 
recavados previamente en la encuesta nacional. La mayoría de los apicultores de esta 
región son no profesionales (58,8%, Fig. 22), utilizan colmenas de tipo Langstroth o 
Perfección (95,9%), están orientadas a la producción de miel (98,9%) y no practican 
trashumancia (95%).  
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Figura 22. Tipo de explotaciones (%) 
 
 
Con respecto a los tratamientos contra Varroa, sólo el 2% de los apicultores 
declaró no utilizar producto alguno para su control, mientras que el 50,5% aplicó dos 
tratamientos al año. El producto comercial más frecuentemente aplicado fue Apistan® 
(70%) y un 6,1% hizo tratamiento de forma artesanal con fórmulas caseras (p. ej. 
fluvalinato). El 37,1% de los apicultores aplicó los productos comerciales de forma 
adecuada, siendo Apistan® el producto con la posología más correcta (41,4%, Tabla 
13).  
 
Tabla 13. Tratamientos para el control de Varroa. Posología correcta de cada producto. Frecuencia y 
grado de cumplimiento declarado por los apicultores para cada producto. 
 
Producto 
Posología correcta Nº 
respuestas 
(%) 
Grado cumplimiento n (%) 
Nº 
tiras 
Nº 
semanas 
Nº tiras 
Nº 
semanas 
Ambos 
Apistan® 2 6 a 8 70 (70.7) 63 (90) 32 (45.7) 29 (41.4)
Apistan®/Bayvarol® 2 ó 4 6 a 10 3 (3.0) 3 (100) 3 (100) 3 (100) 
Apivar® 2 6 a 10 4 (4.1) 2 (50) 1 (7) 0 (0) 
Bayvarol® 4 6 a 8 14 (14.1) 7 (50) 8 (57.1) 4 (28.6) 
Artesanales - - 6 (6.1) - - - 
Sin respuesta - - 2 (2.0) - - - 
 
Con respecto a los tratamiento frente a Nosema spp., la mayoría de los 
apicultores (98%) no usaron fumagilina.  
 
 
 
 
 
 
 
23,7 
58,8 
17,5 
autoconsumo no profesionales profesionales 
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15 Detección de agentes nosógenos 
 
15.1 Varroa destructor 
 
15.1.1 Determinación haplotipo 
 
Después de analizar 570 hembras de Varroa del año 2006 (Fig. 23) que estaban 
sobre abejas adultas y sobre cría de abejas mediante PCR-RFLP (Anderson y Fuchs, 
1998), se comprobó que todas ellas pertenecían al haplotipo coreano, incluyendo 
muestras de las Islas Baleares y Canarias. El análisis de restricción con la enzima XhoI se 
repitió dos veces y además se realizó el análisis con la enzima SacI para confirmar 
algunos resultados falsos negativos (p. ej. los fragmentos sin cortar que podrían dirigir 
a una asignación equivocada de un haplotipo japonés). 
 
Figura 23. Distribución de las hembras de Varroa analizadas para determinación haplotipo. 
       
  
 
 
15.1.2 Prevalencia nacional 
 
Se analizaron un total de 1954 abejas adultas y 1859 de cría. La muestra se 
consideró positiva siempre y cuando las abejas adultas y/o la cría presentaron ácaros 
de Varroa. 
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Tal como se puede observar en la Tabla 14, la prevalencia obtenida para V. 
destructor en el año 2007 fue significativamente superior a la del año anterior 
(χ2=7,98; p=0,005). Asimismo, teniendo en cuenta la prevalencia estacional, se observa 
que la presencia de dicho ácaro fue significativamente superior en otoño de los dos 
años de estudio (prim/ot 2006 χ2=72,8; p=0,0001; prim/ot 2007 χ2=59,2; p=0,0001). 
 
Tabla 14. Prevalencia de V. destructor en los años 2006 y 2007 
 
V. destructor se detectó al menos una vez en todas la regiones incluidas en el 
estudio (Fig. 24). La prevalencia fue significativamente superior en los pisos 
montañosos y supramediterráneos (Tabla 15), que corresponden a las regiones más 
frías de España, dónde los períodos de heladas son más largos (10 meses al año). Sin 
embargo, V. destructor, también se detectó en un alto porcentaje en áreas más 
calientes del país, donde el clima tiende a ser más seco y más caliente que en las zonas 
septentrionales.  
 
 
Tabla 15. Distribución de V. destructor en los pisos climáticos de acuerdo a la clasificación de Rivas-
Martínez (1987) 
 
Piso climático n positivos 
Prevalencia 
(%) χ
2 p χ2 p 
Mesomediterráneo (H) 338 115 34,0 - - - - 
Termomediterráneo (I) 173 60 34,7 0,0 0,9009* 0,02 0,9009 
Colino (D) 169 70 41,4 2,6 0,1080* 1,65 0,1993** 
Supramediterráneo(G) 263 121 46,0 8,7 0,0031* 0,88 0,3487*** 
Montano (C) 228 137 60,1 37,8 0,0000* 10,1 0,0015**** 
* Prevalencia de V. destructor en cada piso climático comparado con el nivel más bajo 
(Mesomediterráneo, H).  
** Prevalencia de V. destructor en el piso climático Colino (D) comparado con el Termomediterráneo (I).  
*** Prevalencia de V. destructor en el piso climático Supramediterráneo (G) comparado con Colino (D). 
*** Prevalencia de V. destructor en el piso climático Montano (C) comparado con Supramediterráneo 
(G). 
Los datos en negrita representan diferencias significativas 
 
La distribución de V. destructor en función del tamaño de las explotaciones 
parece seguir una tendencia negativa, de forma que al aumentar el tamaño de la 
explotación se reduce significativamente la presencia del patógeno (χ2=22,47345; gl 2; 
Sig. (bilateral) 1,32x105).  
 
 Año 
 
n 
Prevalencia 
Anual (%) 
IC95% 
 
Prevalencia 
Estacional (%) 
IC95% 
Inf Sup Inf Sup 
2006 1094 43,7 40,7 46,7 
Primavera 32,8 29,1 36,5 
Otoño 58,7 54,1 63,3 
2007 860 50,1 46,7 53,5 
Primavera 40,3 36,1 44,6 
Otoño 65,5 60,2 70,7 
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Figura 24. Mapa mostrando la distribución de las muestras positivas de V. destructor en España, de 
acuerdo a los pisos climáticos de Rivas-Martínez (1987): Montano (C), Colino (D), Supramediterráneo 
(G), Mesomediterráneo (H), Termomediterráneo (I) 
             
 
 
Por otro lado, si se tiene en cuenta la distribución de V. destructor atendiendo 
al tipo de colmena, se observa que la mayor prevalencia se produce precisamente en 
el 6,6% de los apicultores que no contestaron a esta pregunta. Obviando este dato, la 
mayor prevalencia se produjo en las colmenas tipo Perfección (χ2=48,57; gl 3; Sig. 
(bilateral) 103).  
Con respecto a la trashumancia, la prevalencia de V. destructor fue mayor en 
aquellas explotaciones en las que no se realizó dicha actividad (χ2=43,34816; gl 1; Sig. 
(bilateral) 4,58x1011). 
 
15.1.3 Prevalencia regional 
 
El agente nosógeno biótico más frecuente fue el parásito V. destructor en 
abejas adultas de interior (49,5%, IC95% = 39,1-59,9) seguido de las de abejas de 
exterior (39,4%, IC95% = 29,3-49,5) y de la cría (35,4%, IC95% = 25,4-45,3). 
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15.2 Acarapis woodi 
 
15.2.1 Nuevas aportaciones técnicas 
 
El método de detección de A. woodi desarrollado en esta tesis implicó el diseño 
de una pareja de cebadores que amplificaban un fragmento de 162 pb para el gen COI 
de Acarapis spp (Tabla 16). Después de contrastar las secuencias obtenidas con las de 
la base de datos del GenBank, se obtuvo un porcentaje de identidad y cobertura del 
100% con las secuencias disponibles de A. woodi de este mismo gen.  
 
Tabla 16. Cebadores seleccionados para la detección del género Acarapis.  
Cebadores Secuencia (5´-3´) 
Tamaño 
producto PCR  
Especificidad 
AcarFOR (directo) CGGGCCCGAGCTTATTTTACTGCTG 
162 pb 
Género 
Acarapis AcarREV (reverso) GCGCCTGTCAATCCACCTACAGAAA 
      Las colas GC añadidas a los cebadores aparecen subrayadas 
 
Los mejores productos amplificados (amplicones) se obtuvieron cuando la 
temperatura era de 59°C (Fig. 25). Esta es la temperatura más alta a la cual los 
amplicones se pueden ver claramente y esto, consecuentemente reduce el riesgo de 
amplificación inespecífica. 
 
Figura 25. Gradiente de temperaturas (°C) de cebadores. M. Marcador (100 pb); 1. 58,1; 2. 58,5; 3. 59,6; 
4. 61,1; 5. 63,1; 6. 65,2; 7. 67,4; 8. 69,5; 9. 71,4; 10. 72,8; 11. 73,4; 12. 74. 
 
                    
 
 
En las pruebas realizadas para determinar la concentración de cebadores más 
adecuada, el mejor resultado se obtuvo a 0,3 μM (Fig. 26). Esta concentración es la 
óptima para detectar las mínimas cantidades del patógeno y para evitar la formación 
de auto-dímeros y hetero-dímeros que podrían influir en el proceso de PCR, 
disminuyendo su eficacia. Todos los testigos positivos dieron el tamaño de amplicón y 
las secuencias esperadas. 
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Figura 26.  Gradiente de concentración (μM) de cebadores. M. Marcador (100 pb);   1. 0,6; 2. 0,55; 3. 
0,5; 4. 0,45; 5. 0,4; 6. 0,35; 7. 0,3; 8. 0,25; 9. 0,2. 
 
 
                                             
                            
Cuando se estudió la reproducibilidad de esta técnica mostraron los mismos 
resultados, lo que demuestra la alta fiabilidad del método. Además, las abejas 
infectadas (testigos positivos) de diferentes países (Irlanda y EE.UU.) también se 
analizaron mediante el uso de nuestro diseño y se obtuvieron los amplicones 
esperados en todos los casos. 
 
15.2.2 Prevalencia nacional 
 
La presencia de A. woodi se detectó en 274 muestras de un total de 1943 
colmenas muestreadas durante los años 2006 (13%) y 2007 (15,5%), no encontrándose 
diferencias significativas entre los dos años de muestreo (χ2=2,31; p=0,13). 
 
Tabla 17. Prevalencia de A. woodi en los años 2006 y 2007 
 
 
 
Al evaluar la prevalencia estacional, se detectó que la prevalencia de otoño de 
cada año (Tabla 17) fue significativamente más alta en comparación la primavera del 
año correspondiente  (prim/ot 2006 χ2=5,86; p=0,015; prim/ot 2007 χ2=7,57; p=0,006). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Año 
 
n 
Prevalencia 
Anual (%) 
IC95% 
 
Prevalencia 
Estacional (%) 
IC95% 
Inf Sup Inf Sup 
2006 1089 13,0 10,9 15,1 
Primavera 11,0 8,4 13,5 
Otoño 15,9 12,5 19,4 
2007 854 15,5 12,9 17,9 
Primavera 12,7 9,8 15,7 
Otoño 19,8 15,3 24,2 
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Figura 27. Mapa mostrando la distribución de las muestras positivas de A. woodi en España, de acuerdo 
a los pisos climáticos de Rivas-Martínez (1987) 
  
 
Al igual que sucedió con V. destructor, A. woodi se detectó al menos una vez en 
todas la regiones incluidas en el estudio (Fig. 27) siendo la prevalencia 
significativamente superior en las regiones más frías de España (pisos montañosos y 
supramediterráneos) (Tabla 18), aunque también se detectó en zonas más calientes 
del país. 
 
 
Tabla 18. Distribución de A. woodi en los pisos climáticos de acuerdo a la clasificación de Rivas-Martínez 
(1987) 
 
Piso climático n positivos 
Prevalencia 
(%) χ
2 p χ2 p 
Mesomediterráneo (H) 338 27 8,0 - -   
Termomediterráneo (I) 173 21 12,1 2,4 0,1253* - - 
Colino (D) 169 22 13,0 3,3 0,0689* 0,06 0,8054** 
Montano (C) 228 35 15,4 7,5 0,0062* - - 
Supramediterráneo(G) 263 47 17,9 13,4 0,0003* 0,58 0,4454*** 
    * Prevalencia de A. woodi en cada piso climático comparado con el nivel más bajo (piso climático H) 
    ** Prevalencia de A. woodi en el piso climático D comparado con el piso climático I 
    *** Prevalencia de A. woodi en el piso climático G comparado con el piso climático C. 
    Los datos en negrita representan diferencias significativas 
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Todos los fragmentos amplificados obtenidos se emparejaron con la secuencia 
de COI de A. woodi y no a otras especies del género Acarapis. Dos ejemplos de estas 
secuencias se enviaron a GenBank con número de acceso: HM213853 y HM213854. 
En cuanto a la distribución de A. woodi en función del tamaño de las 
explotaciones no se producen diferencias significativas en la prevalencia, se detecta de 
forma homogénea (entre el 13-15,5%) en todos los tamaño de explotación 
(χ2=1,511225; gl 2; Sig. (bilateral) 0,469723). La misma falta de significancia se puede 
observar  si se tiene en cuenta la distribución de A. woodi atendiendo al tipo de 
colmena (14% colmenas Layens vs. 15,4% colmenas perfección) (χ2=7,15; gl 3; Sig. 
(bilateral) 0,07).  
Con respecto a la trashumancia, la prevalencia de A. woodi fue ligeramente 
mayor en aquellas explotaciones en las que no se realizó (16,1% vs. 12,1) 
(χ2=5,930461; gl 1; Sig. (bilateral) 0,014881). 
 
15.2.3 Prevalencia regional 
 
La prevalencia de A. woodi observada fue mayor de lo esperado en las abejas 
de exterior (16,2%, IC95% = 8,4 a 23,9). Las abejas de interior no se analizaron.  
 
15.2.4 Idoneidad de las secuencias del COI del GenBank 
 
Los análisis de los patrones de diferenciación genética basados en las 
secuencias obtenidas plantean serias dudas sobre la clasificación de las especies 
actuales de estos organismos (Tabla 19). La evidencia más clara de esto es el nivel de 
divergencia sinónimos (Ks) que se encuentra entre las secuencias atribuidas a la misma 
especie que, en ocasiones, es superior al observado entre las secuencias asignadas a 
especies diferentes. Por ejemplo, los valores de Ks para dos secuencias del COI de A. 
dorsalis (GQ916568.1 y GQ916567.1) y dos de A. externus (HQ243442.1 y GQ916566.1) 
fueron 23% y 30% respectivamente. Estos valores fueron mayores que los valores de 
Ks entre A. externus (GQ916566.1) y alguna de las tres secuencias de A. woodi (22%). 
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Tabla 19. Sinónimo de divergencia entre las secuencias depositadas en el GenBank Acarapis calcula 
utilizando el método de Nei-Gojobori con corrección Jukes-Cantor 
     
 
[1] FJ603294.1 (A. woodi) [2] FJ603296.1 (A. woodi) [3] GQ916565.1 (A. woodi) [4] GQ916567.1 (A. 
dorsalis) [5] HQ243438.1 (A. dorsalis) [6] GQ916568.1 (A. dorsalis) [7] HQ243439.1 (A. dorsalis) [8] 
HQ243437.1 (A. dorsalis) [9] HQ243436.1 (A. dorsalis) [10] HQ243435.1 (A. dorsalis) [11] HQ243434.1 (A. 
dorsalis) [12] HQ243433.1 (A. dorsalis) [13] HQ243442.1 (A. externus) [14] HQ243441.1 (A. externus) 
[15] HQ243440.1 (A. externus) [16] FJ603293.1 (A. externus) [17] GQ916566.1 (A. externus) 
 
A diferencia de la conflictiva clasificación del conjunto de secuencias de A. 
dorsalis y A. externus, las secuencias del GenBank de A. woodi (EU190886.1, 
FJ603296.1, FJ603295.1, FJ603294.1) se agruparon de una forma fiable, sin divergencia 
alguna (Ks=0,0) y fueron idénticas a aquellas obtenidas en este estudio.  
El árbol filogenético que se observa en la Fig. 28 ilustra esto último. En él se 
representa tanto la consistencia del clado A. woodi mostrando secuencias idénticas, así 
como la incongruencia en la asignación las especies restantes. Se pueden diferenciar 
dos grupos muy divergentes de A. externus y A. dorsalis indicando la existencia de al 
menos cuatro linajes diferentes representados por cuatro clados (HQ243433.1, 
GQ916566.1, HQ243435.1 and FJ603293.1). A pesar de que las secuencias GQ916567.1 
y GQ916568.1 son ligeramente diferentes del resto de las secuencias de los clados 
HQ243433.1 y HQ243435.1 respectivamente, el nivel de divergencia (KS= 1.3%) entre 
cada uno de ellos y sus respectivos grupos es compatible con estas secuencias 
pertenecientes a estos agrupamientos. Aunque tampoco en este caso se puede 
descartar la posibilidad de que se correspondan a entidades distintas.  
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Figura 28. Árbol Neighbor-Joining de las secuencias de Acarapis depositadas en GenBank, usando el 
método Nei-Gojobori con corrección Jukes-Cantor. Los números en las ramas indican valores bootstrap. 
                                                       
  
15.3 Género Nosema 
 
15.3.1 Nuevas aportaciones técnicas 
 
La técnica desarrollada en esta tesis supone una mejora a la PCR doble descrita 
por Martín-Hernández y col. (2007) al incluir un control interno. La nueva pareja de 
cebadores diseñados amplifica una secuencia del gen COI de Apis spp. (Tabla 20) que 
actúa como control. Al igual que se sucedía para los cebadores AcarFOR y AcarREV, se 
le añadieron colas GC para aumentar la temperatura de anillamiento y mejorar su 
especificidad. 
 
Tabla 20. Cebadores seleccionados para la detección de A. mellifera 
 
Cebadores Secuencia (5´-3´) 
Tamaño 
producto PCR  
Especificidad 
COI-FOR 
(directo) 
GGGTCCAAGACCAGGAACTGGAT 
119 pb Apis mellifera 
COI-REV 
(reverso) 
GCGCGGAAATTCCTGATATATGAAGAGAAAA 
      Las colas GC añadidas a los cebadores aparecen subrayadas 
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Las secuencias y concentraciones de cebadores óptimas son esenciales para 
una máxima especificidad y eficiencia en la técnica de PCR. Por eso, la concentración 
seleccionada de los cebadores COI para usarse en una PCR múltiple con los cebadores 
321-APIS y 218-MITOC, fue de 0,02 μM. Se obtuvo una única banda claramente visible 
(aunque a baja resolución) que no redujo la sensibilidad de las otras dos parejas de 
cebadores, así no varió la sensibilidad de Nosema spp. en la PCR múltiple (Fig. 29). 
Además, se hizo un gradiente de temperaturas y observando que los cebadores 
funcionaban sin problema a un alto rango de temperaturas (de 57,1°C a 66,1°C), se 
seleccionó la temperatura de 61,8°C que se había elegido previamente para los 
anillamientos de los cebadores 321-APIS y 218-MITOC. 
 
Figura 29. Electroforesis capilar de fragmentos amplificados por la PCR múltiple para los análisis de 
Nosema spp. Tamaño del fragmento COI 119 pb, Marcador 15-500 pb. Líneas positivas de N. apis (321 
bp): A05, B05, D11, D12, G07, G09; Líneas positivas de N. ceranae (218-219 pb): A04, B04, B07, D03, 
D04, D06, D07, F06, H03, G08; Líneas positivas a la infección mixta (N. apis + N. ceranae): G12, H12; 
Líneas negativas de Nosema spp.: A07, B08, D02, D05, D08, H04; Espacios en blanco (incluyendo 
controles negativos de extracción y PCR): A06, E07, G11, H10, H11. 
 
En los tests de especificidad se observó que el fragmento amplificado sólo se 
unía con secuencias del gen COI de subespecies de A. mellifera (A. m. ligustica, A. m. 
mellifera, A. m. carnica y A. m. iberica).   
 
15.3.2 Prevalencia nacional 
 
La especie de microsporidios que más frecuentemente infectó a las abejas 
melíferas en España durante 2006-2007 fue N. ceranae (Tabla 21). Esta especie se 
encuentra en más del 40% de las colonias muestreadas en los dos años estudiados, 
tanto en primavera como en otoño, y sin diferencias entre cualquiera de los periodos 
estudiados (χ2, p> 0,05).  
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Tabla 21. Prevalencia de N. ceranae en los años 2006 y 2007 
 
Por el contrario, N. apis fue menos frecuente y nunca se encontró con una 
prevalencia superior al 15% (Tabla 22). Por otra parte, la prevalencia de esta especie 
en la primavera de 2006 fue significativamente mayor que en la primavera de 2007 (χ2, 
p< 0,05), aunque fue similar en otoño de ambos años (χ2, p> 0,05) en áreas más 
calientes de España (en los pisos mesomediterráneo y termomediterraneo) que los 
cálidos o más fríos. Por el contrario, N. apis parece seguir un gradiente decreciente de 
la prevalencia en otoño de ambos años (χ2, p> 0,05).  
 
Tabla 22. Prevalencia de N. apis en los años 2006 y 2007 
 
La co-infección de los microsporidios se observó también, pero siempre por 
debajo del 7% y con una prevalencia similar en todas las estaciones de muestreo (χ2, 
p> 0,05). 
 
Tabla 23. Distribución de N. ceranae en los pisos climáticos de acuerdo a la clasificación de Rivas-
Martínez (1987) 
 
 Piso climático n positivos 
Prevalencia 
(%) χ
2 p χ2 p 
Montano (C) 301 105 39,4 - -   
Supramediterráneo(G) 454 171 37,7 0,60 0,4371* - - 
Colino (D) 191 80 41,9 2,44 0,1181* 1,01 0,3156** 
Mesomediterráneo (H) 492 274 55,7 32,40 0,0000* - - 
Termomediterráneo (I) 256 145 56,6 139,81 0,0000* 0,06 0,839*** 
    * Prevalencia de N. ceranae en cada piso climático comparado con el nivel más bajo (piso Montano, C)  
    ** Prevalencia de N. ceranae en el piso climático D comparado con el piso climático G 
    *** Prevalencia de N. ceranae en el piso climático I comparado con piso climático H 
    Los datos en negrita representan diferencias significativas 
 
 Año 
 
n 
Prevalencia 
Anual (%) 
IC95% 
 
Prevalencia 
Estacional 
(%) 
IC95% 
Inf Sup Inf Sup 
2006 1084 44,9 41,9 47,9 
Primavera 46,4 42,4 50,4 
Otoño 42,5 37,9 47,2 
2007 854 45,8 42,3 49,2 
Primavera 47,3 43 51,7 
Otoño 43,5 38,0 49,0 
 
 Año 
 
n 
Prevalencia 
Anual (%) 
IC95% 
 
Prevalencia 
Estacional 
(%) 
IC95% 
Inf Sup Inf Sup 
2006 1084 12,8 10,8 14,8 
Primavera 14,6 11,8 17,5 
Otoño 10,4 7,4 13,3 
2007 849 9,4 7,4 11,4 
Primavera 8,2 5,7 10,6 
Otoño 11,2 7,7 14,8 
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En cuanto a la distribución de Nosema spp. en España, la prevalencia de N. 
ceranae fue significativamente mayor (χ2, p< 0,05) en áreas más calientes (en los pisos 
mesomediterráneo y termomediterráneo) que en los más fríos (Tabla 23 y Fig. 30).  
 
Figura 30. Mapa mostrando la distribución de las muestras positivas de N. ceranae en España, de 
acuerdo a los pisos climáticos de Rivas-Martínez (1987) 
 
Por el contrario, N. apis parece seguir un gradiente decreciente de la 
prevalencia y la menor presencia se encuentra en las áreas meso- y 
termomediterráneas que se corresponden con zonas con menor número de meses con 
heladas (alrededor de 3 meses por año). La prevalencia aumenta en aquellas áreas más 
frías (pisos montanos y supramediterráneos), donde la época de heladas es mayor 
(Tabla 24 y Fig. 31). 
 
Tabla 24. Distribución de N. apis en los pisos climáticos de acuerdo a la clasificación de Rivas-Martínez 
(1987) 
 Piso climático n positivos 
Prevalencia 
(%) χ
2 p χ2 p 
Mesomediterráneo (H) 191 6 3,14 - -   
Termomediterráneo (I) 256 16 6,25 2,26 0,1328* - - 
Colino (D) 492 48 9,76 8,27 0,0040*   
Montano (C) 301 47 15,61 18,91 0,0001* - - 
Supramediterráneo(G) 454 79 17,40 23,89 0,0000* 0,42 0,5192** 
* Prevalencia de N. apis en cada piso climático comparado con el nivel más bajo (piso climático D) 
** Prevalencia de N. apis en el piso climáticoG comparado con el piso climático C  
Los datos en negrita representan diferencias significativas 
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Figura 31. Mapa mostrando la distribución de las muestras positivas de N. apis en España, de acuerdo a 
los pisos climáticos de Rivas-Martínez (1987). 
    
 
       
La distribución de los microsporidios en función del tipo de explotación, 
colmena y realización de trashumancia, podemos afirmar que la prevalencia de N. apis 
fue ligeramente superior en las explotaciones de autoconsumo (15,6%) (χ2 6,095539; gl 
2; Sig. (bilat) 0,47465), en colmenas Perfección  (13,8%) (χ2 12,61; gl 3; Sig. (bilateral) 
0,01), y en las explotaciones no trashumantes (12,4%) (χ2 3,2742; gl 1; Sig. (bilateral) 
0,0703). Por el contrario, en el caso de N. ceranae, la prevalencia fue mayor en las 
explotaciones profesionales (52,3%) (χ2 34,18365; gl 2; Sig. (bilateral) 3,78x108), en las 
colmenas Layens (56,9%) (χ2 87,39; gl 3; Sig. (bilateral) 0,00), y en aquellas 
explotaciones que realizan trashumancia (58,4%) (χ2 104,2293; gl 1; Sig. (bilateral)  
1,8x10-24). Sin embargo, la prevalencia en la infección mixta no se vio afectada por 
ninguno de estos factores.  
 
15.3.3 Prevalencia regional 
 
Después de analizar sólo las abejas de exterior, la  prevalencia de N. ceranae 
observada fue de 38,4%  (IC95% = 28,3 a 48,5), habiéndose detectado N. apis en raras 
ocasiones (4,0, IC95% = 1,1 a 10,0).   
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15.4 Braula coeca 
 
La presencia de B. coeca en abejas melíferas en España durante los años que 
duró el muestreo, tan sólo se detectó en la isla de La Palma (Comunidad Canaria) en el 
otoño del año 2006. La prevalencia en esa zona geográfica en ese momento fue del 
53,8% (sobre 13 muestras analizadas), lo que a nivel nacional representa el 1,5% (IC95%; 
0,3-2,7). 
 
Tabla 25. Prevalencia de B. coeca en las estaciones muestreadas (primavera y otoño) de los años 2006 y 
2007 
 
Pese a que la prevalencia fue similar ambos años (Tabla 25), la significación 
estadística está en el límite que se usa habitualmente (p=0,05). Por tanto, tan solo se 
puede decir que en el año 2007, la prevalencia de B. coeca fue más baja pero que no se 
alcanza significación estadística (χ2 yates correction=3,8; p=0,05). 
 
15.5 Ascosphaera apis 
 
15.5.1 Análisis microbiológico 
 
El análisis microbiológico se realizó para confirmar 45 casos clínicos de 
ascosferosis (2,4%) detectados macroscópicamente a la hora de hacer el examen 
visiual de la muestra de cría.  
 
15.5.2 Nuevas aportaciones técnicas 
 
La pareja de cebadores diseñada amplifican un fragmento de 136 pb para el 
gen 5.8S del ARNr (Tabla 26).  
 
Tabla 26. Cebadores seleccionados para la detección de A. apis 
 
Cebadores Secuencia (5´-3´) 
Tamaño 
producto PCR  
Especificidad 
AscosFOR (directo) TGTGTCTGTGCGGCTAGGTG 
136 pb A. apis 
AscosREV  (reverso) GCTAGCCAGGGGGGAACTAA 
 
 Año 
 
n 
Prevalencia 
Anual (%) 
IC95% 
 
Prevalencia 
Estacional 
(%) 
IC95% 
Inf Sup Inf Sup 
2006 1097 0,6 0,1 1,1 
Primavera 0,0 0,0 0,6 
Otoño 1,5 0,3 2,7 
2007 860 0,0 0,0 0,4 
Primavera 0,0 0,0 0,7 
Otoño 0,0 0,0 1,1 
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Se hizo un gradiente de temperaturas y se observó que los cebadores 
funcionaban sin problemas a un alto rango de temperaturas (58°C a 68°C). Asimismo, 
después de hacer un gradiente de concentración, se observó que los cebadores 
funcionaban desde 0,6 μM a 0,05 μM. 
Cuando se estudió la reproducibilidad de esta técnica mostraron los mismos 
resultados, lo que demuestra la alta fiabilidad del método.  
 
15.6 Melissococcus plutonius 
 
15.6.1 Nuevas aportaciones técnicas 
 
Los cebadores obtenidos se muestran en la tabla 27 y de acuerdo a lo esperado 
amplificaron un fragmento de ADN de 281 pb del gen COI. 
 
Tabla 27. Cebadores seleccionados para la detección M. plutonius 
Cebadores Secuencia (5´-3´) 
Tamaño 
producto PCR  
Especificidad 
MeliFOR  (directo) GTTAAAAGGCGCTTTCGGGT 
281 pb M. plutonius 
MeliREV  (reverso) GAGGAAAACAGTTACTCTTTCCCCTA 
 
 
Al igual que en el diseño de los cebadores anteriores, se hizo un gradiente de 
temperaturas y se observó que éstos funcionaban desde 58°C a 60°C. Asimismo, 
después de hacer un gradiente de concentración, se observó que los cebadores 
funcionaban en un amplio rango (0,6 μM a 0,25 μM). 
Al igual que en el caso anterior, cuando se estudió la reproducibilidad de esta 
técnica mostraron los mismos resultados, lo que demuestra la alta fiabilidad del 
método.  
 
15.7 Paenibacillus larvae 
 
15.7.1 Análisis microbiológico  
 
El análisis microbiológico se realizó para confirmar 9 casos clínicos de loque 
americana (0,5%) detectados macroscópicamente a la hora de hacer el examen visual 
de la muestra de cría.  
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15.8 PCR múltiple de los patógenos infecciosos de la cría 
 
15.8.1 Nuevas aportaciones técnicas 
 
Como se ha dicho anteriormente, las secuencias y concentraciones de 
cebadores óptimas son esenciales para una máxima especificidad y eficiencia en la 
técnica de PCR, especialmente en reacciones múltiples. Por eso, la concentración 
seleccionada de los cebadores Ascos, Meli y Primer (Govan y col., 1999) para usarse en 
una PCR múltiple fue de 0,09 μM para A. apis, 0,6 μM para M. plutonius y 0,05 μM 
para P. larvae, respectivamente. Además, dado que los cebadores funcionaban en un 
amplio rango de temperaturas, se seleccionó la temperatura de 59°C ya que era la 
óptima para las tres parejas en la PCR múltiple, obteniéndose tres bandas claramente 
visibles como se puede observar en la Fig. 32. 
 
Figura 32. Gel de agarosa con tres fragmentos amplificados: A. apis (136 pb), M. plutonius (281 pb) y P. 
larvae (973 pb)  
                                                  
15.8.2 Prevalencia nacional 
 
Los datos obtenidos en este estudio muestran que la prevalencia de los agentes 
infecciosos de la cría en las abejas melíferas se detectó en un bajo porcentaje durante 
los años del estudio. 
 
Tabla 28. Prevalencia de A. apis en los años 2006 y 2007 
Como se puede observar en la tabla 28, la prevalencia de A. apis en el año 2007 
se redujo significativamente al compararla con la del año anterior (χ2=7,48; p=0,001) 
 
 Año 
 
n 
Prevalencia 
Anual (%) 
IC95% 
 
Prevalencia 
Estacional 
(%) 
IC95% 
Inf Sup Inf Sup 
2006 918 4,4 2,9 5,7 
Primavera 4,8 3,0 6,6 
Otoño 3,7 1,5 5,8 
2007 761 2,0 0,9 3,0 
Primavera 1,8 0,5 3,1 
Otoño 2,3 0,3 4,3 
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ya que los dos muestreos del 2006 resultaron de mayor prevalencia que los del año 
2007 (prim’06/prim´07 χ2=7,3; p=0,007; ot´06/ot´07 χ2=0,9; p=0,352). Sin embargo, en 
ninguno de los dos años se encuentra diferencia entre los muestreos de primavera y 
otoño (prim/ot 2006 χ2=0,6; p=0,423; prim/ot 2007 χ2=0,2; p=0,632). 
 
Tabla 29. Distribución de A. apis en los pisos climáticos de acuerdo a la clasificación de Rivas-Martínez 
(1987) 
 
Piso climático n positivos Prevalencia (%) χ2 p χ2 p 
Supramediterráneo (G) 263 3 1,1 - -   
Montano (C) 228 5 2,2 0,7 0,4129*   
Colino (D) 169 6 3,6 1,2 0,2804*   
Mesomediterráneo (H) 338 17 5,0 4,2 0,0228* - - 
Termomediterráneo (I) 173 12 6,9 7,0 0,0081* 0,69 0,6042** 
 * Prevalencia de A. apis en cada piso climático comparado con el nivel más bajo (piso climático G) 
 ** Prevalencia de A. apis en el piso climático I comparado con el piso climático H 
 Los datos en negrita representan diferencias significativas 
 
Como se puede observar en la Tabla 29 y Fig. 33, la presencia de A. apis fue más 
frecuente en las áreas más calientes (pisos meso- y termomediterráneo). 
 
Figura 33. Mapa mostrando la distribución de las muestras positivas de A. apis en España, de acuerdo a 
los pisos climáticos de Rivas-Martínez (1987). 
 
 
SANIDAD APÍCOLA 
 140
Por otro lado, la prevalencia de P. larvae en el año 2007 fue estadísticamente 
superior a la de 2006 (χ2=7,92; p=0,005) (Tabla 30). El muestreo de primavera de ese 
año resultó de mayor prevalencia que el del 2006 (prim’06/prim´07 χ2=6,3; p=0,012) 
mientras que los dos muestreos de otoño resultaron similares (ot´06/ot´07 χ2=1,7; 
p=0,199). 
 
 
Tabla 30. Prevalencia de P. larvae en los años 2006 y 2007  
 
 
 
 
 
 
Al igual que sucedía con A. apis, en ninguno de los dos años se encuentra 
diferencia entre los muestreos de primavera y otoño (prim/ot 2006 χ2=0,00; p=0,9851; 
prim/ot 2007 χ2=0,4; p=0,525). 
 
 
Tabla 31. Distribución de P. larvae en los pisos climáticos de acuerdo a la clasificación de Rivas-Martínez 
(1987) 
 
Piso climático n positivos Prevalencia (%) χ2 p χ2 p 
Supramediterráneo (G) 263 3 1,1     
Mesomediterráneo (H) 338 4 1,2 0,0 0,8419*   
Montano (C) 228 3 1,3 0,1 0,7473*   
Termomediterráneo (I) 173 5 2,9 0,5 0,4619*   
Colino (D) 169 11 6,5 5,9 0,0152*   
     * Prevalencia de P. larvae en cada piso climático comparado con el nivel más bajo (piso climático G)  
        Los datos en negrita representan diferencias significativas 
 
 
A pesar de que el porcentaje de P. larvae detectado en nuestro país fue bajo, es 
estadísticamente más prevalente en el piso climático colino (Tabla 31 y Fig. 34). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Año 
 
n 
Prevalencia 
Anual (%) 
IC95% 
 
Prevalencia 
Estacional 
(%) 
IC95% 
Inf Sup Inf Sup 
2006 918 1,5 0,7 2,3 
Primavera 1,6 0,5 2,6 
Otoño 1,5 0,5 3,6 
2007 761 3,7 2,3 5,1 
Primavera 4,2 2,3 6,0 
Otoño 3,2 0,8 5,5 
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Figura 34.  Mapa mostrando la distribución de las muestras positivas de P. larvae en España, de acuerdo 
a los pisos climáticos de Rivas-Martínez (1987) 
 
 
            
En cuanto a la distribución de P. larvae en función del tipo de explotación 
(profesionales, no profesionales y autoconsumo), la prevalencia es significativamente 
más elevada en las explotaciones de autoconsumo (4,8%; χ2 8,11248; gl 2; Sig. 
(bilateral) 0,017314). Asimismo, P. larvae está más distribuido en colmenas de tipo 
perfección (3,3%, χ2 9,43; gl 3; Sig. (bilateral) 0,02), y cuando no se realiza 
trashumancia (2,5%) (χ2 1,699209; gl 1 Sig. (bilateral) 0,192391). 
En cuanto a la bacteria M. plutonius, a pesar de ser la primera detección 
realizada en nuestro país, la prevalencia no alcanzó en ningún momento el 1%, siendo 
las prevalencias similares en ambos años (χ2=1,34; p=0,2471) (Tabla 32). 
 
Tabla 32. Prevalencia de M. plutonius en los años 2006 y 2007 
 
 
 
 
 
 Año 
 
n 
Prevalencia 
Anual (%) 
IC95% 
 
Prevalencia 
Estacional (%) 
IC95% 
Inf Sup Inf Sup 
2006 900 0,4 0,1 1,1 
Primavera 0,5 0,1 1,5 
Otoño 0,3 0,0 1,7 
2007 759 0,1 0,0 0,7 
Primavera 0,2 0,0 1,1 
Otoño 0,0 0,0 1,4 
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Las prevalencias detectadas en primavera y otoño del año 2006 fueron 
similares entre sí (prim/ot 2006 χ2=0,2; p=0,662), así como las del año siguiente 
(prim/ot 2007 χ2=0,5; p=0,471). De igual forma, tanto las primaveras como los otoños 
de ambos años fueron similares entre sí (prim’06/prim´07 χ2=0,7; p=0,393; ot´06/ot´07 
χ2=0,8; p=0,367). 
 
Tabla 33. Distribución de M. plutonius en los pisos climáticos de acuerdo a la clasificación de Rivas-
Martínez (1987) 
 
Piso climático n positivos 
Prevalencia 
(%) χ
2 p χ2 p 
Montano (C) 228 0 0,0     
Colino (D) 169 0 0,0     
Termomediterráneo (I) 173 0 0,0     
Mesomediterráneo (H) 338 1 0,3 - -   
Supramediterráneo (G) 263 2 0,8 0,1 0,7151   
 
 
En cuanto a la distribución de M. plutonius en función de las zonas climáticas en 
las que está dividida España, no se encontraron diferencias estadísticamente 
significativas (Tabla 33 y Fig. 35).  
 
Figura 35. Mapa mostrando la distribución de las muestras positivas de M. plutonius en España, de 
acuerdo a los pisos climáticos de Rivas-Martínez (1987) 
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Si bien siempre hemos hablado de patógenos porque siempre se ha detectado 
el ADN de los mismos, podemos decir que un 18,2% y un 14,7% de las muestras fueron 
positivas a ascosferosis y a loque americana respectivamente en base a los signos 
clínicos y al cultivo microbiológico, aunque resultaron negativas a la detección del ADN 
por PCR. 
Finalmente, después de seleccionar aleatoriamente 84 colmenares repartidos 
por toda la geografía española y analizar por PCR las abejas adultas y la cría de la 
misma colmena, se comprobó que la prevalencia de A. apis era similar para ambos 
tipos de muestra (alrededor del 17%), sin embargo en el caso de M. plutonius y P. 
larvae era dos veces mayor en abejas adultas (3,5% y 71,8%, respectivamente) que en 
la cría (1,2 y 33,1%, respectivamente). 
 
15.8.3 Prevalencia regional 
 
Se observó una baja prevalencia de P. larvae (6,1%, IC95% = 0,9-11,3). Asimismo, 
no se detectaron muestras con A. apis y M. plutonius.   
 
15.9 Virus 
 
En el estudio regional, los patógenos más frecuentes en todas las muestras 
fueron VRN y VAD en abejas adultas (94,9%, IC95% = 88,6-98,3) y VAD en la cría (81,8%, 
IC95%  = 73,7 a 89,9). Asimismo, tal como se puede observar en la Tabla 34, el VK sólo se 
detectó en abejas adultas (5,1%, IC95% = 1,7-11,4) y el VCS, se encontraron en raras 
ocasiones tanto en abejas adultas como en la cría (2%, IC95% = 0,2-7,1), mientras que el 
VIPA, VPA y VPC no se detectaron en ninguna de las muestras analizadas. 
Tabla 34. Virus detectados* 
Virus n 
Prevalencia 
(%) 
IC (95%) 
Inf Sup 
VRN  
abejas adultas 94 94,9 88,6 98,3 
cría 53 53,5 43,2 63,9 
VAD  
abejas adultas 94 94,9 88,6 98,3 
cría 81 81,8 73,7 89,9 
VK  abejas adultas 5 5,1 1,7 11,4 
VCS  
abejas adultas 2 2,0 0,2 7,1 
cría 2 2,0 0,2 7,1 
                               * VIPA, VPA y VPC no se detectaron. 
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15.10  Pesticidas 
 
15.10.1 Prevalencia nacional 
 
Los resultados obtenidos de las muestras recogidas se resumen en la Tabla 35.  
 
Tabla 35. Compuestos detectados (%) en el polen almacenado en el estudio nacional 
Compuesto 
2006 2007 
Compuesto 
2006 2007 
Prevalencia 
(%) 
Prevalencia 
(%) 
Prevalencia 
(%) 
Prevalencia 
(%) 
Primavera 
Fluvalinato 29,9 31,5 Endrina 0,7 1 
Clorfenvinfós 23,4 24,4 Cipermetrina 0,7 1 
Trifuralina 10,5 8,8 Malatión 0,4 0,5 
Tetradifón 4,2 4,3 PCB 101 0,4 0,5 
Bromopropilato 3,8 4 Miclobutanil 0,4 0,8 
Fipronil 3,6 3,8 PCB180 0,4 0,5 
4-4'-TDE 3,1 3,3 Pendimetalina 0,4 0,8 
Atrazina 2,9 3 Vinclozolina 0,4 0,8 
Endosulfán-sulfato 2,9 2,5 Clorotalonil 0,4 0,8 
4-4'-DDE 2,7 2,5 Etil-Paratión 0,4 0,3 
Clorpirifós 2,2 2,5 Propiconazol 0,4 0,5 
Simazina 2 1,8 Metiocarb sulfóxido 0,4 0,3 
Procimidona 1,8 1,8 Cialotrina 0,4 0,5 
Acrinatrina 1,8 2,3 Azoxistrobina 0,4 0,3 
Cumafós 1,8 6,5 Heptacloro 0,4 0,5 
Hexaclorobenzeno 1,6 1,5 Diazinon 0,4 0,5 
Metalaxil 1,6 1,3 Dieldrín 0,2 0,3 
Amitraz(met) 1,6 1,3 Fenitrotión 0,2 0,3 
4-4'-DDT 1,3 0,8 
Imazametabenz-
metil 
0,2 0,5 
Lindano 0,9 0,8 Carbofurán 0,2 0,3 
Carbaril 0,9 0,8 Iprodiona 0,2 0 
Beta-endosulfán 0,9 0,8 Flusilazol 0,2 0 
Deltametrín 0,9 1,3 Dicofol 0,2 0 
Difenoconazol 0,9 1 Metil-Azinfós  0,2 0,3 
Aldicarb 0,7 0,5 Rotenona 0,2 0 
Oxamil 0,7 0,5 Clordano 0,2 0,3 
Captan 0,7 1 Spiromesifen 0,2 0,3 
Otoño 
Clorfenvinfós 19,6 17,9 Endosulfán-sulfato 3,3 3,6 
Fluvalinato 16,3 15,5 Bromopropilato 2,2 2,4 
Clorpirifós 6,5 4,8 Amitraz (met) 2,2 2,4 
Tetradifón 4,3 2,4 Hexaclorobenzeno 1,1 1,2 
Cipermetrina 4,3 6 4-4'-DDE 1,1 1,2 
Acrinatrina 3,3 4,8 Vinclozolina 1,1 1,2 
Cumafós 3,3 10,7 Fenitrotión 1,1 1,2 
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Los residuos de pesticidas se detectaron en un 42% de las muestras de polen 
almacenado recogidas en primavera, mientras que en las muestras de otoño, sólo se 
detectó en el 31%. En general, la mayoría de las muestras positivas tenían uno o dos 
compuestos; de hecho, en el 20% de las muestras se detectaron simultáneamente más 
de cinco compuestos, e incluso algunos de ellos con 10 o más. En relación al muestreo 
de primavera, no se encontraron grandes diferencias entre ambos años. Una situación 
similar se observó entre las muestras de otoño. 
Si se comparan los resultados entre las muestras de primavera y otoño, y 
teniendo en cuenta que las de otoño son menores debido al estatus de las colmenas 
en Noviembre-Diciembre, se puede observar que en primavera se detectaron muchas 
más muestras con residuos así como un mayor número de compuestos. En otoño, 
hubo una mayor proporción de piretroides y organofosfatos, mientras que la 
proporción de residuos de herbicidas y fungicidas fue menor e incluso nula (Fig. 36). 
 
Figura 36. Comparación de porcentajes, en relación al total de muestras positivas, de los pesticidas de 
las diferentes familias químicas detectadas en primavera y otoño de 2006. I/A (P): Insecticidas-acaricidas 
(piretroides); I/A (OP): Insecticidas-acaricidas (organofosfatos); Herbicidas; Fungicidas; A: Acaricidas; O: 
Otros. 
 
         
 
 
Se pueden observar algunas diferencias dependiendo de la región española 
(Fig. 37) que podrían ser debidas a la diferencia del clima y la localización que pueden 
condicionar los cultivos. 
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Figura 37. Porcentajes relativos de las muestras con residuos en relación al total de muestras positivas 
encontradas en las diferentes regiones de España estudiadas 
    
 
Asimismo, es importante señalar que los cultivos de secano, sin una agricultura 
intensiva, son predominantes en el sur y centro de España. En la Fig. 38, se muestra un 
ejemplo de la proporción de los pesticidas más frecuentemente detectados en relación 
al número total de muestras positivas en la región de Castilla La Mancha. Sólo una 
provincia, Guadalajara produce maíz y las otras provincias tienen muchas zonas de 
girasol.  
 
Figura 38. Porcentajes relativos de los compuestos más frecuentemente detectados en relación al 
número de positivos encontrados en las cinco provincias de Castilla La-Mancha 
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En relación a los compuestos observados, el fluvalinato y el clorfenvinfós 
fueron los residuos de pesticidas más frecuentemente detectados en las muestras 
analizadas (Tabla 35). En primavera, el fluvalinato fue el más predominante, en un 
30,7% de las muestras analizadas. Sin embargo, sólo estuvo presente en el 15,9% de 
las muestras de otoño. El clorfenvinfós estaba presente en el 23,9% de las muestras de 
primavera y en otoño, fue el residuo más prevalente, habiéndose detectado el el 
18,7% de las muestras analizadas. La trifuralina fue el tercer residuo de pesticida más 
prevalente (9,7%). También se detectaron otros acaricidas como el bromopropilato, el 
cumafós, la acrinatrina o el tetradifón, pero con menor frecuencia (Tabla 35).  
El fipronil se observó en el 3,7% de las muestras analizadas en primavera, pero 
nunca se detectó en otoño. La Fig. 39 muestra el número de muestras donde el fipronil 
fue detectado en cada provincia. Las concentraciones estuvieron normalmente cerca a 
los límites de detección, aunque en dos muestras apareció en cantidades >300 μg/Kg, 
ellos no han sido considerados en los análisis estadísticos. Por el contrario, la 
imidacloprida y el ácido cloronicótico no se detectaron en ninguna muestra.  
 
 
Figura 39. Zonas muestreadas (grises). El número dentro del área de la provincia indica el número de 
muestras donde se detectaron los residuos de fipronil. 
            
      
 
Otros residuos de pesticidas fueron solo detectados en las muestras de 
primavera, como la atrazina, simazina, procimidona, hexaclorobezeno, 4-4´TDE, 4-
4´DDT, lindano, carbaril, deltametrina y difenoconazola, los cuales se presentaron en 
un rango del 2 al 4% en muy pocas muestras (representando <2% del total). 
SANIDAD APÍCOLA 
 148
Al comparar, los colmenares estacionarios con los trashumantes, se observó 
que las muestras positivas a residuos de pesticidas fueron más alto en los migratorios 
(56%) que en las colonias estacionarias (44%) para muchos de los compuestos 
detectados.  
 
15.10.2 Prevalencia regional 
 
La detección de pesticidas en el polen almacenado fue raro (Tabla 36), siendo el 
fluvalinato el compuesto más comúnmente identificado (13%, IC95% = 5,9-20,3). Ni 
fipronil, ni imidacloprida se detectaron en ninguna de las muestras analizadas. 
 
Tabla 36. Pesticidas detectados en polen almacenado 
 
Pesticidas n 
Prevalencia 
(%) 
IC95% 
Inf Sup 
Bromopropilato 1 1.1 0.0 5.5 
Clorpirifós 1 1.1 0.0 5.5 
Fluvalinato 13 13.1 5.9 20.3 
Clorfenvinfós 2 2.0 0.2 7.1 
 
La presencia de pesticidas en polen fue anecdótica y no estuvo relacionada con 
la presencia de colmenas afectadas de PC. 
 
15.11 Determinaciones palinológicas 
 
15.11.1 Prevalencia nacional 
 
Más del 47,8% de las muestras almacenadas de polen mostraron tipos diversos 
tipos de polen, correspondientes a vegetación silvestre y con polen no procedente de 
cultivos. En el restante 52,2% de las muestras se identificó polen de plantas cultivadas 
(principalmente en primavera) y en el 38,3% de las muestras de polen procedían de  
cultivos tipo Eucaliptus, Prunus t., Citrus y Olea spp. El polen de girasol se detectó 
solamente en un 10,4% de las muestras, aunque éste no fue el tipo de polen 
mayoritario en ninguna de las muestras. Además, el polen de Medicago t. fue evidente 
en 7,8% de las muestras y en las de cereales en un 9,5% (Cerealia y Z. mays), aunque 
este polen no fue el principal constituyente de las muestras analizadas.  
 
15.11.2 Prevalencia regional 
 
Diversidad de flora se detectó en forma de peine almacenan muestras de polen 
y los resultados palinológicos de muestras de polen muestran que un total de 76 tipos 
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de flora se han detectado en la cámara de cría, con el 94,3% (IC95% = 88,6-98,3) 
clasificados como vegetación silvestre.  
 
15.12 Asociaciones entre patógenos 
 
15.12.1 Prevalencia nacional 
 
Se aplicó un análisis de correlación parcial bivariada de Spearman para detectar 
posibles relaciones entre la presencia de distintos patógenos.  
A pesar de que se encontraron asociaciones con significación estadística, hay 
que tener en cuenta que ninguna de las asociaciones presentó un coeficiente de 
correlación mayor de 0,07 (Tabla 37). El significado de estas correlaciones es que si 
bien efectivamente están asociadas, lo hacen con una magnitud muy baja.  
Las únicas asociaciones moderadas o altas se encontraron, entre N. ceranae y la 
infección mixta de Nosema spp., y N. apis y la infección mixta. 
Cabe destacar que entre V. destructor y N. ceranae se detectó una correlación 
inversa, comos si una desplazara la otra. De todas formas, la asociación aunque es 
significativa, el índice de correlación es muy bajo.  
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15.12.2 Prevalencia regional 
 
En el estudio regional se observó una correlación significativa entre la presencia 
de V. destructor en las abejas de interior y las de exterior (Pearson = 0,442, p <0,0001), 
y entre las abejas de interior y de cría (Pearson = 0,282, p <0,01). No se encontró 
correlación entre el uso correcto de los tratamientos de Varroa y la tasa de infestación 
de esta plaga. Curiosamente, existe una correlación negativa significativa entre el uso 
de tratamientos de V. destructor y la presencia de A. woodi (Pearson = -0,318, p 
<0,001).  
Por otro lado, se observó también una correlación entre la presencia de V. 
destructor en las abejas de exterior e interior y la presencia del VAD en las muestras de 
cría (Pearson = 0,273, p <0,01 y Pearson = 0,310, p <0,01, respectivamente). Además, 
la presencia de V. destructor en las muestras de cría también se correlacionó con la 
presencia de VRN en la cría (Pearson = 0,223, p <0,05).  
Finalmente, la presencia de N. ceranae y N. apis no se correlacionó con la 
presencia de cualquier otro agente patógeno. 
 
 
15.13 Análisis de regresión en estudio regional  
 
Todas las variables con poca variación en las respuestas se descartaron del 
modelo multivariado, y la distribución de la condición de PC de acuerdo a las 
diferentes variables incluidas en el estudio se muestra en las Tablas 38-40. Sólo una 
variable, la presencia de N. ceranae, difirió significativamente entre las muestras de las 
colonias de abejas no saludables frente las asintomáticos, lo que indica una posible 
relación con PC.  
Las variables con un valor de p <0,3 se incluyeron también en el modelo 
multivariado: el tamaño del colmenar, los más pequeños apiarios exhiben la menor 
prevalencia de PC; el uso correcto de los tratamientos de control de Varroa, los 
colmenares en los que se utiliza correctamente estos tratamientos tenían un menor 
porcentaje de PC; y la presencia de A. woodi y VK en las abejas adultas, los colmenares 
positivos a ambos patógenos tienen más posibilidad de sufrir PC. 
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Tabla 38. Distribución del estatus de PC de acuerdo a los patógenos detectados 
 
Variable Exposición 
PC sintomática Asintomática Test Fisher 
valor p n % n % 
A.  woodia AA Ext 
Positivo 12 75 4 25 
0,099 
Negativo 41 49,4 42 50,6 
VRN 
AA Ext 
Positivo 49 52,1 45 47,9 
0,369 
Negativo 4 80,0 1 20,0 
cría 
Positivo 28 52,8 25 47,2 
1,000 
Negativo 25 54,3 21 45,7 
VAD 
AA Ext 
Positivo 50 53,2 44 46,8 
1,000 
Negativo 3 60,0 2 40,0 
cría 
Positivo 42 51,9 39 48,1 
0,603 
Negativo 11 61,1 7 38,9 
VK AA Ext 
Positivo 5 100,0 0 0,0 
0,059 
Negativo 48 51,1 46 48,9 
N. apis AA Ext 
Positivo 1 25,0 3 75 
0,335 
Negativo 52 54,7 43 45,3 
N. ceranae a AA Ext 
Positivo 38 100 0 0,0 
< 0,0001 
Negativo 15 24,6 46 75,4 
P. larvae cría 
Positivo 3 50,0 3 50,0 
1,000 
Negativo 50 53,8 43 46,2 
VCS 
AA Ext 
Positivo 1 50,0 1 50,0 
1,000 
Negativo 52 53,6 45 46,4 
cría 
Positivo 1 50,0 1 50,0 
1,000 
Negativo 52 53,6 45 46,4 
V. 
destructor 
AA Ext 
Positivo 21 53,8 18 46,2  
Negativo 32 53,3 28 46,7 1,000 
AA Int 
Positivo 29 59,2 20 40,8 0,316 
Negativo 24 48,0 26 52,0 0,340 
cría 
Positivo 21 60,0 14 40,0 
0,402 
Negativo 32 50,0 32 50,0 
 
AA Ext: Abejas adultas de exterior; AA Int: Abejas adultas de interior 
a Variables identificadas como significativamente asociadas (p < 0.30) por análisis univariado de factores 
de riesgo de PC. 
 
 
 
La comparación de la tasa de infestación media de Varroa entre muestras 
sintomáticas y asintomáticas, tanto en abejas de interior [media-desviación estándar 
sintomáticas = 2,3-4,1  vs asintomáticos = 3,4-7,2, p> 0,05] como de exterior [media-
desviación estándar sintomáticas = 0,9-2,3 vs asintomáticos = 1,4/2,6], no fue 
estadísticamente significativa. Por este motivo, la tasa de infestación media de Varroa 
no se incluyó en el modelo final. 
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Tabla 39. Distribución del estatus de PC de acuerdo a los pesticidas detectados en polen almacenado 
 
Variable Exposición 
PC sintomática Asintomática Test Fisher 
valor p n % n % 
Bromopropilato 
positivo 0 0.0 1 100,0 
0,465 
negativo 53 54,1 45 45,9 
Clorpirifós 
positivo 1 100,0 0 0,0 
1,000 
negativo 52 46,0 53.1 46,9 
Fluvalinato 
positivo 8 61,5 5 38,5 
0,568 
negativo 45 52,3 41 47,7 
Clorfenvinfós 
positivo 1 50,0 1 50,0 
1,000 
negativo 52 53,6 45.0 46,4 
Nº 
tratamientos/año  
0 2 100 0 0,0 
0,840 1 27 54 23 46,0 
2 24 51,1 23 48,9 
Tratamiento 
correcto a (dosis-
duración/producto)   
si 15 44,1 19 55,9 
0,206 
no 38 58,5 27 41,5 
a Variables identificadas como significativamente asociadas (p < 0.30) por análisis univariado de factores 
de riesgo de PC. 
 
Tabla 40. Distribución del estatus de PC de acuerdo a las variables recogidas en la encuesta. 
Variable Exposición 
PC sintomática Asintomática Test Fisher 
valor p n % n % 
Características generales 
Tamaño colmenar a 
0-15 9 39,1 14 60,9 
0,252 16-149 33 57,9 24 42,1 
> 149 9 53,5 8 47,1 
Estudio palinológíco  
Vegetación 
silvestre 
50 53,2 44 46,8 
0,766 
Cultivos 3 60,0 2 40,0 
Tratamiento Varroa 
Apistan  
si 41 56,2 32 43,8 
0,493 
no 12 46,2 14 53,8 
Artesanal  
si 4 66,7 2 33,3 
0,683 
no 49 52,7 44 47,3 
Bayvarol  
si 8 47,1 9 52,9 
0.601 
no 45 54,9 37 37,1 
Nº tratamiento/año  
0 2 100,0 0 0,0 
0,840 1 27 54,0 23 46,0 
2 24 51,1 23 48,9 
Tratamiento correcto a  
(dosis-duración/producto)  
yes 15 44,1 19 55,9 
0,206 
no 38 58,5 27 41,5 
a Variables identificadas como significativamente asociadas (p < 0.30) por análisis univariado de factores 
de riesgo de PC. 
 
De las cinco variables incluidas inicialmente en el modelo multivariado, sólo la 
presencia de N. ceranae mantuvo la significación estadística. La introducción de las 
otras variables, una por una, no modifica la RP de N. ceranae, mientras que la RP de la 
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variable de reciente introducción disminuyó en significación y no aumentó la 
desviación. No se detectó ni efecto de confusión, ni interacción para ninguna variable. 
Por tanto, el único factor de riesgo para la presencia de PC fue la presencia de N. 
ceranae que aumenta cuatro veces el riesgo de aparición del evento (RP = 4,1, IC 95% = 
2,6-6,3, p <0,0001). 
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La mayoría de los apicultores que colaboraron en el estudio nacional eran 
profesionales (46,4%), lo que implica la gestión de explotaciones con un número 
superior a 150 colmenas. Los datos recogidos en nuestra encuesta concuerdan con los 
publicados por el REGA 01/05/2011 en el cual se informa que los apicultores 
profesionales se concentran en las comunidades del sur de España manejando 
fundamentalmente colmenas Layens. Este tipo de colmenas facilita los movimientos 
trashumantes con el objetivo de aprovechar las distintas floraciones de la Península 
Ibérica y obtener una mayor producción de miel. De hecho, la trashumancia es una 
práctica realizada por el 44,7% de los apicultores encuestados, concentrándose en las 
comunidades anteriormente mencionadas y el girasol, el cultivo más aprovechado 
(45,7%) No obstante, el porcentaje de apicultores no profesionales también es amplio 
(34,6%) destacando en las comunidades del norte de España. 
En cuanto a los agentes nosógenos analizados, cabe destacar la alta detección 
de V. destructor en colonias de abejas melíferas en todas las zonas geográficas 
españolas durante los años de muestreo. La importancia de este parásito radica en que 
afecta a todas las fases de desarrollo de las abejas siendo actualmente la varroosis una 
enfermedad de comunicación semestral a la UE (RD 617/2007; OIE, 2012).  
La escasez de estudios a nivel nacional en igualdad de condiciones a las 
nuestras (número de muestras, métodos de detección, condiciones climatológicas, 
etc.), no permite hacer comparaciones en términos absolutos de nuestros datos con 
los de otros países, sin embargo algunas investigaciones realizadas en diferentes 
partes del mundo (Çakmak y col., 2003; Al-Ghzawi y col., 2009), coinciden con el alto 
grado de parasitación de las abejas melíferas por V. destructor. Las altas prevalencias 
detectadas en Jordania (100%, Al-Ghzawi y col., 2009) y Turquía (90%, Çakmak y col., 
2003), responden más a que la varroosis es una enfermedad endémica en esas zonas, 
que a la epidemia de un parásito altamente contagioso como se sugirió anteriormente 
(Finley y col., 1996).  
Asimismo, el análisis de los datos obtenidos sugiere un incremento a corto 
plazo en la prevalencia de V. destructor en España durante el periodo en estudio, 
siendo más alta durante las estaciones de otoño (> 58%). Este hecho posiblemente sea 
debido a que en verano las varroas adultas que se encuentran sobre la cría empiezan a 
poner huevos y construir su población (Ritter, 1981) aprovechando la cría de abejas de 
del final de verano que será la población de la colonia durante la invernada. Además, el 
mayor número de cría y abejas pecoreadoras en la época estival, conlleva 
inevitablemente a la existencia de pillaje entre colmenas, fenómeno que se ha descrito 
como uno de los factores principales de diseminación del ácaro entre colmenares 
(Nazzi y col., 1995).  
Es llamativo que la mayor prevalencia de Varroa se detecte en el otoño, 
momento en que los apicultores realizan los tratamientos acaricidas contra este 
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parásito como indicamos con anterioridad, lo que puede indicar la necesidad de 
realizar otro tratamiento la siguiente primavera. 
Aunque nuestros resultados indican una tendencia negativa entre la 
distribución de Varroa y el tamaño de la explotación, esta observación podría 
justificarse por la alta capacidad de diseminación del agente nosógeno en la 
explotación o por la baja representatividad de la muestra recogida ya que en las 
explotaciones más grandes, con una sola colmena muestreada, la probabilidad de 
detectar el patógeno se ve reducida. 
Si bien la trashumancia siempre se ha considerado el factor determinante de la 
rápida distribución de Varroa en los países mediterráneos (Al-Ghzawi y col., 2009), 
nuestros resultados están en desacuerdo con este hecho siendo la prevalencia de V. 
destructor mayor en aquellas explotaciones en las que no se realiza trashumancia y en 
las que se utilizan colmenas de tipo perfección. Una posible explicación es que la 
transhumancia actué en las fases iniciales de colonización de un territorio pero no 
tenga el mismo papel difusor una vez distribuido por todo la zona de actuación. 
Por otro lado, éste también es el primer trabajo fuera de Asia (Zhou y col., 2004 
en China; Anderson y Trueman, 2000 en Java e Indonesia), en el que se hace un 
estudio del haplotipo de Varroa con un número significativo de muestras. Se 
comprobó que todas las muestras de hembras de Varroa analizadas, pertenecieron al 
haplotipo coreano, incluyendo muestras de las Islas Baleares y Canarias, lo que 
confirma la expansión mundial del haplotipo coreano como sugirieron en su estudio 
Anderson y Trueman (2000) y también la distribución cuasi-clonal de los tipos de 
Varroa debido a los eventos en cuello de botella durante el proceso de expansión 
(Solignac y col., 2003). Pese a que recientemente se ha sugerido (Navajas y col., 2010) 
que los actuales haplotipos de V. destructor son en realidad, dos haplogrupos con dos 
haplotipos a su vez cada uno (J1-5 y J1-6; K1-2 y K1-5), todavía no se ha aclarado si 
todos o solamente dos de ellos (J1-5 y K1-2) son capaces de reproducirse en A. 
mellifera. Por eso, y a pesar de que en este estudio no se realizaron análisis de 
microsatélites, los datos obtenidos apoyan la falta de variación molecular de la 
población de Varroa que infesta a la abeja europea. Además, dada la ausencia de 
haplotipo japonés, se puede considerar que la población de Varroa que infesta a las 
colonias de A. m. iberienseis en España, es haplotipo coreano puro. 
A pesar de que hoy en día los apicultores usan un amplio rango de sustancias 
químicas para conservar las poblaciones de V. destructor bajo control y que reciben 
ayudas económicas a través del Programa Nacional Apícola para combatir la varroosis 
(RD 608/2006), sólo el 50% de los participantes en este estudio, reconoce haber 
utilizado los tratamientos veterinarios de un modo correcto (dosis/tiempo). Si además, 
se tiene en cuenta que en 2006 se vendieron medicamentos veterinarios para tratar el 
57,1% de las colonias de abejas registradas ese año y en 2007, el 57,7% 
(http://www.veterindustria.com/), podemos concluir que solo se trataron 
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correctamente algo menos del 29% del censo apícola español en los dos años que duró 
el estudio. Esta realidad podría ser la explicación de las mayores prevalencias de 
Varroa detectadas durante el otoño, y pone de manifiesto la necesidad de mejorar la 
formación y concienciación de los apicultores sobre el correcto uso de los 
medicamentos veterinarios. Asimismo, recientemente se ha demostrado que la 
parasitación por N. ceranae influye de un modo negativo en la efectividad de 
medicamentos como Apivar® (cuyo principio activo es el fluvalinato) (Botías y col., 
2011c). También es importante destacar que un bajo porcentaje de apicultores (<5%) 
declararon haber empleado productos no autorizados (p. ej. Supona®). Las 
consecuencias de estos hechos en relación a los efectos que pueden tener sobre las 
abejas (subletales o a largo plazo) no se han determinado convenientemente todavía 
(M’Diaye y Bounias, 1991). Sin embargo, el uso inadecuado de los tratamientos 
incrementa la aparición de residuos en la miel (principalmente fluvalinato) ya que el 
objetivo del 92,8% de las explotaciones aquí muestreadas es la producción de este 
producto natural. Por otro lado, se pueden generar resistencias en los parásitos como 
ya ha ocurrido en otros países (Milani, 1999; Mathieu y Faucon, 2000; Elzen y col., 
2000; Spreafico y col., 2001; Rodríguez-Dehaibes y col., 2005). Esta circunstancia 
contribuye a la reaparición del ácaro y al aumento o mantenimiento de las altas 
prevalencias.  
De hecho, V. destructor parece ser un factor crucial de las pérdidas periódicas 
de colonias de abejas e incluso, algunos autores lo han relacionado con los recientes 
problemas de despoblamiento de colmenas a través de los EE. UU. y varios países 
europeos (Faucon y Chauzat, 2008; Oldroyd, 2007; vanEngelsdorp y col., 2009; 
Guzmán-Novoa y col., 2010). Nguyen y col. (2009) apoyan esta conexión ya que 
después de estudiar casos recientes de pérdidas de colonias y encontrar acaricidas 
prohibidos o inefectivos contra V. destructor, concluyeron que los tratamientos usados 
comúnmente por los apicultores a menudo son inadecuados para el control del ácaro. 
Otro de los patógenos detectados que se ha asociado a altos niveles de 
mortalidad de abejas y consiguientes pérdidas económicas es Acarapis woodi. Desde 
su detección en 1919 en la Isla de Wight (Gran Bretaña) y posterior difusión a Europa, 
ha alcanzado una distribución mundial (Sammataro y col., 2000), causando otra de las 
enfermedades reguladas por la UE, la acarapisosis (RD 617/2007). Durante la última 
década, los problemas ocasionados por A. woodi han sido prácticamente inexistentes, 
o al menos no se han declarado o se han subestimado, y su prevalencia se consideraba 
muy baja a pesar de la escasez de estudios sobre su incidencia real en la apicultura 
europea. Una de las principales causas de esta ausencia de datos, es la falta de rapidez 
de las técnicas de diagnóstico clásicas y la escasez de nuevos métodos moleculares.  
Los cebadores descritos por Evans y col. (2007), por Kojima y col. (2011) y los 
diseñados en este trabajo coinciden perfectamente con las secuencias del COI de los 
individuos pertenecientes al género Acarapis (A. woodi, A. dorsalis y A. externus) 
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disponibles en GenBank. Esto podría comprometer tanto el estudio previo como 
nuestro propio diseño ya que no se puede diferenciar A. woodi de las otras dos 
especies, lo que podría dirigirnos a falsas conclusiones en los diagnósticos.  
Precisamente por esto, uno de los retos al que nos enfrentamos era distinguir 
molecularmente A. woodi de A. dorsalis y A. externus, especies que aunque también 
pueden encontrarse sobre las abejas, no son patógenas (OIE, 2008). En Enero de 2012, 
había cinco secuencias del COI disponibles de A. woodi en el GenBank (EU190886.1, 
GQ916565.1, FJ603296.1, FJ603295.1, FJ603294.1), cinco de A. externus (GQ916566.1; 
FJ603293.1; HQ243440.1 to HQ243442.1) y nueve de A. dorsalis (GQ916568.1, 
GQ916567.1, HQ243433.1 to HQ243439.1). Pero además, curiosamente, había dos 
secuencias de A. woodi (HQ162656.1, HQ162657.1), una de A. dorsalis (HQ162656.1) y 
cuatro de A. externus (HQ162659.1 a HQ162662.1), todas ellas del COI, que no se 
solapaban con las anteriores.  
En nuestro caso, la secuenciación de las muestras positivas obtenidas en la 
reacción de PCR, confirmó la infección por A. woodi y los resultados fueron idénticos a 
todas las secuencias del organismos depositadas en GenBank. Esta especie no mostró 
polimorfismos (KS = 0,0) siendo además la única que ha sido clara y correctamente 
identificada por varios autores (Evans y col., 2007; Delmiglio y col., sin publicar). Por el 
contrario, las distancias genéticas entre secuencias atribuidas a A. externus 
(GQ916566.1- GQ916568.1 y FJ603293.1, Delmiglio y col., sin publicar) y A dorsalis 
(HQ243433.1-HQ243442.1, Ward y col., sin publicar) eran mayores que las observadas 
entre las secuencias asignadas a diferentes especies. Este hecho revela que estas 
secuencias depositadas en GenBank, no pertenecen a las mismas especies, y que 
probablemente reflejen una secuencia consenso obtenida a partir de ADN de una o 
varias de ellas, o se debe a una mala clasificación morfológica de los ácaros, por lo que 
debería aclararse y asignar correctamente estas secuencias a las especies reales ya que 
casi con seguridad pertenecen a cuatro linajes diferentes. 
El método propuesto en este trabajo además de ser rápido y sensible, puede 
llevarse a cabo en laboratorios que carecen de costosos equipos. Asimismo, permite 
identificar en cualquier fase de desarrollo del ácaro (huevos, larvas o adultos) siendo 
adecuado para hacer estudios epidemiológicos a gran escala con resultados fiables. El 
corto tamaño del fragmento amplificado permite la detección del A. woodi incluso si 
las muestras no están perfectamente conservadas (ADN degradado) y el límite de 
detección de nuestra técnica está cerca de los obtenidos por Evans y col. (2007) y 
Kojima y col. (2011). 
Nuestros resultados muestran una prevalencia relevante de A. woodi en 
colonias de abejas melíferas en todas las áreas geográficas españolas, incluyendo 
aquellas regiones con unas condiciones climatológicamente y teóricamente no tan 
óptimas para el desarrollo de A. woodi.  
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Estos datos son muy diferentes a los obtenidos en estudios anteriores (Çakmak 
y col., 2003; Al-Ghzawi y col., 2009). La falta de detección de A. woodi en Turquía 
(Çakmak y col., 2003) y la baja prevalencia (2,7%, n=112) detectada en Jordania (Al-
Ghzawi y col., 2009), son probablemente debidos a la utilización de una metodología 
(observación directa del parásito bajo microscopio) con menor fiabilidad que la técnica 
molecular empleada en este trabajo. Por otro lado, Bacandritsos y Saitanis (2004) 
sugieren una disminución a largo plazo en la incidencia de A. woodi en Grecia durante 
el periodo de 1986 a 1995 con una prevalencia más alta durante el otoño y menor 
durante los períodos secos y calurosos (verano) como ya habían descrito Ruijter y 
Eijnde (1987), y sugiere además, que la acarapisosis se autocuró en condiciones 
experimentales. En nuestro estudio, más restrictivo en duración (2 años vs 9 años), no 
se aprecian estas claras diferencias estacionales pese a que A. woodi fue ligeramente 
más prevalente durante el otoño debido quizás, a la coincidencia con la época 
reproductiva del ácaro (Pettis y Wilson, 1996).  
Bacandritsos y Saitanis (2004) sugieren también, que la práctica de la 
trashumancia de las colmenas en Grecia, estimula el pecoreo prolongado de las abejas 
melíferas, lo que favorece que las abejas infestadas (las más viejas) se separen de las 
más susceptibles (jóvenes) y podría explicar, en último término, el bajo nivel de 
infestación de ácaros traqueales en ese país. Una hipótesis que concuerda con los 
datos obtenidos en nuestro estudio, los cuales revelan unas prevalencias ligeramente 
mayores cuando no se produce trashumancia.  
El parasitismo de las abejas por ácaros traqueales continua produciendo 
problemas a los apicultores (Villa y Rinderer, 2008). Frecuentemente, colonias 
susceptibles se debilitan o mueren como consecuencia de una alta población de ácaros 
traqueales (Otis y Scott-Dupree, 1992; De Guzmán y col., 2006). De hecho, se ha 
asociado el aumento de la mortalidad invernal con altos niveles de infestación de 
ácaros traqueales en otoño (Furgala y col., 1989).  
A pesar de que los brotes clínicos de acarapisosis no son frecuentes en ninguna 
de las áreas de nuestro país según los datos obtenidos en nuestro estudio, la detección 
de ácaros es una prueba de que los parásitos están todavía presentes pero 
aparentemente no se detectan por los métodos de diagnóstico clásicos basados en la 
disección individual de la abeja y la observación de las tráqueas bajo microscopio 
óptico. En este sentido, la financiación del Programa Nacional Apícola, entre cuyos 
objetivos está el control de la varroosis puede haber favorecido indirectamente el 
control de la acarapisosis, debido a la aplicación regular de acaricidas de las colonias 
de abejas. Ante la ausencia total de estudios fiables sobre la eficacia de los acaricidas 
habitualmente empleados en apicultura, parece probable que éstos sean lo 
suficientemente eficaces como para evitar los brotes clínicos ya que la prevalencia 
detectada en este estudio nunca excedió el 30%, considerado el nivel al cual se 
produce la pérdida de la colonia (Bailey, 1981). 
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Por lo tanto, no se puede subestimar la presencia de A. woodi como posible 
cofactor en el problema de las pérdida de colonias, especialmente cuando el 
porcentaje de abejas parasitadas es alto (Villa, comunicación personal). De hecho, 
Downey y Wintson (2001) describieron que colonias parasitadas por V. destructor y A. 
woodi tienen una mortalidad considerablemente mayor durante los meses de invierno 
que aquellas colonias con una o ninguna especie de ácaro.  
Si se compara el papel de Acarapis  con los efectos bien conocidos de otros 
factores como Varroa o Nosema, es obvio que actualmente se ha descuidado el 
estudio de Acarapis, claramente representado tanto por el número de proyectos 
relacionados en su investigación como por la escasez de publicación de nuevos datos. 
Aunque los resultados obtenidos en este trabajo, aumentan el conocimiento de este 
parásito y puede ayudar a un mejor entendimiento de la interacción entre patógenos, 
se requieren más estudios para aclarar el papel real de A. woodi en la pérdida de 
colmenas. 
Debido a las repercusiones sanitarias y económicas en la cabaña apícola, las 
nosemosis son también en la actualidad enfermedades de declaración a la UE (RD 
617/2007; OIE, 2012). Este hecho hace imprescindible un diagnóstico diferencial entre 
los dos agentes nosógenos, N. apis y N. ceranae, responsables de patologías distintas, 
nosemosis tipo A y tipo C respectivamente (COLOSS workshop, 2009). La similar 
morfología de las esporas de ambas especies de microsporidios, apenas distinguibles 
por microscopía óptica, obligó a la búsqueda de métodos de diagnóstico más 
específicos. 
De hecho, nuestro equipo desarrolló el método molecular actualmente 
recomendado por la OIE (2008) para el diagnóstico de las nosemosis (Martín-
Hernández y col., 2007). Se trata de una PCR doble que proporciona una mejora 
significativa a la técnica de PCR individual ya que incorpora dos parejas de cebadores 
(321-APIS y 218-MITOC) que amplifican simultáneamente, la región SSU del gen 16S 
del ARNr de los dos microsporidios (N. apis y N. ceranae). 
A través de este estudio, se consiguió dar un paso más en el perfeccionamiento 
de la técnica de Martín-Hernández y col. (2007) al incluir una secuencia del gen COI de 
Apis spp. como control interno de la PCR. La incorporación de este control interno 
proporciona un sistema para validar las muestras negativas. De este modo, se puede 
distinguir entre los resultados negativos y las reacciones afectadas por la presencia de 
inhibidores de la PCR o un fallo químico y/o instrumental. Además, este sistema es 
capaz de dar un diagnóstico laboratorial fiable al introducir controles de calidad en los 
análisis (recomendados por los servicios de acreditación) y si el control interno no 
amplifica, se pueden tomar medidas para solucionar los problemas de la PCR. 
El diseño de PCR múltiple y la optimización de la técnica son un reto mayor que 
el diseño simple de parejas de cebadores para PCR individual. Esto se debe a que el 
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anillamiento múltiple de cebadores ocurre únicamente si las condiciones de 
anillamiento son las mismas, sin interferencias entre ellos. Debido a que la 
compatibilidad de los cebadores es la clave del éxito de la PCR múltiple, el cuidadoso 
diseño de los mismos y el adecuado control de las condiciones de la reacción, son 
esenciales para asegurar que los cebadores funcionen bajo condiciones uniformes en 
la PCR y no interactúan desfavorablemente entre ellos.  
Un estudio reciente llevado a cabo por Erler y col. (2011) sugiere la baja 
sensibilidad y especificad usando los cebadores 218MITOC en PCR cuantitativa (q-PCR). 
Los cambios en la sensibilidad probablemente se deben a la diferencia en la eficiencia 
del método de extracción del ADN así como a la diferente metodología empleada, ya 
que los cebadores 218MITOC se diseñaron inicialmente para PCR convencional y no 
para q-PCR (optimizados para 61,8°C por Martín-Hernández y col., 2007 vs. los 58°C 
usados por Erler y col., 2011). Por otro lado, en relación a la especificad de los 
cebadores 218MITOC, nuestros resultados están en desacuerdo con ellos ya que: (i) la 
especificidad de los cebadores 218MITOC se confirmó mediante secuenciación de los 
productos de PCR y las secuencias se emparejaron siempre con las de N. ceranae y 
nunca con las N. apis (Martín-Hernández y col., 2007); (ii) hay varias secuencias 
disponibles en GenBank obtenidas por diferentes equipos de investigación después de 
secuenciar los productos de PCR usando los cebadores 218MITOC y todos ellos se 
unieron única y exclusivamente con N. ceranae (número de acceso: JF276831.1; 
JF431546.1; JF431547.1; HM859896.1; HM859897.1; HM859898.1; HM859899.1; 
GU045468.2; GU045466.2; GU045467.2; GU205784.2; GU254027.2; FJ227957.1; 
FJ415326.1;  FJ425736.1; FJ789801.1; FJ789800.1); (iii) si los cebadores 218MITOC 
amplificasen también N. apis, no se podría detectar en PCR doble y/o triple la infección 
única por este microsporidio ya que siempre se vería una doble banda (una 
correspondiente a los cebadores 321APIS y la otro a los 218MITOC). Sin embargo, este 
método (los tres pares de cebadores combinados) se ha utilizado ampliamente (hasta 
ahora más de 15.000 muestras analizadas en 5 años; datos no mostrados). Durante 
este tiempo, se han detectado muchas muestras de abejas infectadas por N. apis y 
nunca se ha observado un anillamiento inespecífico. Asimismo, la ausencia de 
secuenciación de los productos de PCR en el trabajo de Erler y col. (2011), no permite 
excluir que la falta de especificidad se debiese a algún tipo de contaminación durante 
el procedimiento. 
La alta plasticidad de los cebadores aquí diseñados (alto rango de temperaturas 
de anillamiento y sensibilidad), los hace muy útiles para usarlos como control interno 
cuando se trabaja en PCR para la detección de diferentes agentes patógenos de las 
abejas.  
Cuando se estudió la infección por Nosema spp. a escala nacional, la 
prevelencia media obtenida para N. ceranae en primavera y otoño en el período de 
dos años que duró el muestreo estuvo alrededor del 50% (solo o en co-infección), 
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mostrando una amplia dispersión y mayor proporción que N. apis. Esta alta 
prevalencia de N. ceranae es un hecho frecuente en todo el mundo (Chauzat y col., 
2007; vanEngelsdorp y col., 2009; Traver y Fell, 2011). Por el contrario, la detección de 
N. apis fue menor, presentándose alrededor del 20% de todas la muestras analizadas 
tal como se había descrito anteriormente (Pajuelo y Fernández Arroyo, 1979; Orantes y 
García, 1997). Estos datos podrían apoyar la hipótesis de que la colonización de A. 
mellifera debido a la distribución de N. ceranae puede ser responsable de un aumento 
en la detección de las nosemosis en nuestro país (Martín-Hernández y col., 2007), 
aunque esta situación no es universal y  estudios realizados en Alemania (Gisder y col., 
2010) indican que N. apis es más prevalente que N. ceranae. 
La diferencia en las prevalencias declaradas para ambos microsporidios en los 
distintos países es relevante. Mientras que en algunos la prevalencia de N. ceranae es 
considerada muy alta (Chauzat y col., 2007; vanEngelsdorp y col., 2009; Bacandritsos y 
col., 2010; Chen y Huang, 2010; Tlak Gajger y col., 2010; Traver y Fell, 2011), siendo en 
ocasiones identificada como la única o mayoritaria infección de A. mellifera; en otros 
países, la presencia de este microsporidio parece ser mucho más baja (Giersch y col., 
2009; Gisder y col., 2010; Whitaker y col., 2010; Yoshiyama y Kimura, 2011). Esto 
podría ser debido a la reciente introducción de N. ceranae en el país en algún caso 
(Chen y Huang, 2010), a las diferentes condiciones climáticas (Giersch y col., 2009; 
Gisder y col., 2010) o al manejo de las abejas, así como a las diferencias en la 
patogenicidad del haplotipo (Williams y col., 2010), el tipo de abejas muestreadas o a 
otros factores todavía desconocidos.  
Asimismo, las significativas diferencias encontradas en este estudio en la 
distribución para ambas especies de Nosema, muestran que tienen preferencias 
distintas por las condiciones climáticas. En este sentido, N. ceranae parece tener 
predilección por áreas más calientes (clasificadas como regiones Mediterráneas por 
Rivas-Martínez, 1987) y N. apis parece preferir zonas con temperaturas más suaves o 
frías. Los factores que podrían explicar estas diferencias pueden estar relacionadas no 
sólo con la climatología (temperatura y humedad) de los años 2006 y 2007, 
(extremadamente calurosos y secos, http://www.aemet.es) o altitud, que tiene un 
efecto directo en la flora de cada región, si no también con las prácticas apícolas (como 
la trashumancia o los diferentes tipos de colmena usados en España: Layens o 
Perfección), linajes de A. mellifera en la Península Ibérica (N. apis fue más prevalente 
en el linaje M que en el linaje A en 2006, no encontrándose estas diferencias en la 
prevalencia de N. ceranae, Jara y col., 2012) o incluso una mezcla de todos estos 
factores.  
Esta diferencia en la prevalencia de ambos microsporidios ha llevado a pensar 
que N. ceranae está desplazando a N. apis (Paxton y col., 2007; Klee y col., 2007; Chen 
y col., 2008; Giersch y col., 2009; Traver y col., 2011). Sin embargo, nuestros datos 
sugieren que la situación de N. apis en España es endémica con una prevalencia 
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esperable (Pajuelo y Fernández Arroyo, 1979; Orantes y García, 1997) dadas las 
condiciones climatológicas y ambientales de nuestro país, mientras que N. ceranae 
responde más a una situación epidémica cuya prevalencia ha incrementado 
rápidamente en un breve período de tiempo (seis años) por la patogenicidad y alta 
capacidad de difusión del parásito. Esto es probablemente debido al salto a un nuevo 
hospedador, A. mellifera, desde su hospedador inicial A. cerana, en el que la 
prevalencia no es superior al 5% (Fries y col., 1996). Un precedente en el mundo de la 
apicultura fue el caso de V. destructor, originalmente asociado con A. cerana que 
consiguió parasitar una nueva especie, A. mellifera y distribuirse mundialmente para 
llegar a ser una de las mayores amenazas para la apicultura (Rosenkranz y col., 2010). 
No obstante, deben realizarse otros estudios que incluyan regiones más amplias del 
mundo que confirmen este patrón diferente de la distribución de Nosema spp. 
En relación a Braula coeca, nuestros datos indican que la presencia de este 
díptero en las colonias de abejas melíferas españolas es un hecho puntual. Sólo se 
detectó en el otoño del año 2006 en una de las islas del Archipiélago Canario (La 
Palma), lo que nos permite afirmar que la Península Ibérica está libre de B. coeca. Esto 
puede ser debido a que la aplicación regular de los acaricidas empleados en los 
tratamientos frente a V. destructor favorece indirectamente el control de esta mosca. 
Para la detección de los principales agentes nosógenos de origen infeccioso de 
la cría de abeja: P. larvae, M. plutonius y A. apis, se desarrolló una PCR múltiple que 
permite, en una única reacción, detectar los tres agentes etiológicos de la loque 
americana, la loque europea y la ascosferosis, respectivamente. Las dos primeras 
patologías, de origen bacteriano, están recogidas dentro del RD 617/2007 y la OIE 
(2012). Sin embargo, la ascosferosis, de origen fúngico, pese a que produce grandes 
pérdidas económicas, especialmente en combinación con otros agentes nosógenos 
como N. apis (Aydin y col., 2006) no está sometida a ningún tipo de regulación nacional 
ni europea.  
Los ensayos de PCR múltiple realizados, confirmaron la idoneidad de nuestro 
diseño. Los cebadores específicos para A. apis y M. plutonius desarrollados en este 
trabajo junto con los diseñados por Govan y col. (1999), amplifican con éxito 
fragmentos de diferente tamaño (136, 281, 973 pb, respectivamente), fácilmente 
discriminables en un gel de agarosa. Asimismo, se confirmó la especificidad frente a 
especies bacterianas que habitualmente se encuentran en los colmenares (P. alvei y B. 
laterosporus) y especialmente se asocian al desarrollo de la loque europea (Alippi, 
1991).  
Nuestra técnica supera los inconvenientes de otros métodos moleculares 
descritos con anterioridad, los cuales precisaban el aislamiento y cultivo puro de A. 
apis (Murray y col., 2005; James y Skinner, 2005; Song y col., 2009) o P. larvae 
(Dobblelaere y col., 2001; Lauro y col., 2003), o la incubación previa de larvas enfermas 
por loque americana (Piccini y col., 2002) o europea (Govan y col., 1998). Asimismo, los 
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resultados obtenidos por algunas técnicas (Djordjevic y col., 1998) se consideran poco 
fiables debido a la posibilidad de generar falsos positivos. 
En cuanto al estudio nacional, los resultados obtenidos indican una baja 
prevalencia para los agentes nosógenos de origen infeccioso que afectan a la cría de 
las abejas. En el caso de A. apis no superó en ningún muestreo el 5%, en el de P. larvae 
se mantuvo siempre por debajo del 3% y aunque es la primera detección de M. 
plutonius en nuestro país, la prevalencia no alcanzó en ningún momento el 1%. 
La baja prevalencia de A. apis a lo largo de los dos años del estudio, 
significativamente menor en 2007 (2%) que en 2006 (4,4%), contrasta con la detectada 
en otros países como Japón (24,1%, Yoshiyama y Kimura, 2011), en el verano de 2009. 
Asimismo, es sorprendente el hecho de que se haya detectado una mayor prevalencia 
en laz zonas más calidas de España (pisos climáticos meso- y termomediterráneos) 
cuyas características climáticas no beneficiaría en principio el crecimiento del hongo. El 
desarrollo de A. apis se ve favorecido por la alta humedad combinada con 
temperaturas ligeramente frías (Flores y col., 1996; Borum y Ulgen, 2008) e incluso se 
ha demostrado que el calentamiento artificial de la colmena en  primavera, disminuía 
la incidencia de la enfermedad (Pederson, 1976). 
Además de las condiciones medioambientales, otros factores como diferencias 
en las cepas fúngicas y los factores genéticos de las abejas pueden afectar la incidencia 
y severidad de la enfermedad (Arostein y Murray, 2010) y justificar la baja prevalencia 
encontrada en nuestro país.  
Por otro lado, P. larvae es considerada una gran amenaza para las abejas 
melíferas por el significativo descenso que ocasiona en el número de colonias 
afectadas (Genersh, 2010). A pesar de que la patología provocada por esta bacteria 
avanza de forma progresiva en las colmenas afectadas, pudiendo aparecer en 
cualquier época del año y llegando a destruir las colonias de abejas infectadas en 
pocos meses o años (Hansen y Brødsgaard, 1999; Genersh, 2010), los resultados 
obtenidos en este estudio indican un bajo porcentaje de P. larvae en España durante 
los años de estudio siendo estadísticamente superior en el piso climático Colino 
caracterizado por temperaturas suaves en invierno. 
En cuanto a la distribución de P. larvae en función del tipo de explotación, la 
prevalencia es significativamente más elevada en las explotaciones de autoconsumo. 
Este hecho, al igual que sucedía con V. destructor, se puede deber a la alta capacidad 
de dispersión del agente dentro del colmenar o a la limitada representatividad de la 
muestra. Asimismo, P. larvae está más distribuido en colmenas de tipo perfección y 
cuando no se realiza, lo que resulta sorprendente dado a la alta capacidad de contagio 
de esta patología (Hansen y Brødsgaard, 1999).  
Como se ha dicho anteriormente, si bien esta es la primera detección oficial de 
M. plutonius en España, la prevalencia de esta bacteria se limita a hechos puntuales 
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localizados en las zonas más suaves (pisos meso- y supramediterráneo según Rivas-
Martínez, 1987), con posibilidad de heladas durante una gran parte del año (6 a 10 
meses al año), aunque sin significación estadística.   
Diversos estudios realizados en otros países europeos como Suiza (Forsgren y 
col., 2005; Roetschi y col., 2008) y Gran Bretaña (Thompson y Brow, 2001; Wilkins y 
col., 2007; Budge y col., 2010) en los que se utilizaron técnicas de diagnóstico 
molecular, confirman que la loque europea es endémica en estas regiones, situación 
que dista bastante de la detectada en España durante 2006 y 2007. 
Hasta ahora hemos expuesto la detección de patógenos, sin embargo un 18,2% 
y un 14,7% de las muestras fueron positivas a ascosferosis y a loque americana 
respectivamente, en base a los signos clínicos y al cultivo microbiológico, aunque 
resultaron negativas a la detección del ADN por PCR. Esto probablemente sea debido a 
la elección de las larvas dentro de la sección de cuadro de cría enviado ya que en la 
mayoría de los casos, la cantidad recibida era muy pequeña. Este hallazgo expone la 
necesidad de tomar una muestra más representativa, no sólo dentro del colmenar si 
no también dentro del cuadro. Hemos verificado casos de colonias con severos 
síntomas de enfermedad, en los que la bacteria no está presente en todas las larvas 
como ya se demostró en el caso de M. plutonius (Forsgren y col., 2005) e incluso de 
otras patologías como la nosemosis tipo C (Botías y col., 2011b). 
Por otro lado, se ha comprobado la presencia de A. apis, P. larvae y M. 
plutonius en las muestras de abejas adultas, incluso en el caso de las bacterias fue dos 
veces mayor que en la cría, lo que pone de manifiesto que aún en ausencia de 
manifestaciones clínicas de enfermedad, las obreras actúan como portadoras de los 
agentes dentro de la colonia (Belloy y col., 2007) e incluso entre colonias y colmenares 
(Roetschi y col., 2008). De hecho, se ha demostrado que las obreras, particularmente 
las de interior de la colmena, son más apropiadas que la cría para estudios 
epidemiológicos tanto de loque americana (Lindström y Fries, 2005) como de loque 
europea (Roetschi y col., 2008) en los que se demostró  que las obreras de interior, en 
concreto aquellas que están sobre la cría, contenían 20 veces más carga bacteriana 
que aquellas que volaban en la piquera ya que están en contacto con la cría infectada y 
realizan labores de limpieza de las celdillas (Roetschi y col., 2008). 
Asimismo, la detección de patógenos infecciosos en las muestras de cría sin 
síntomas de enfermedad demuestra claramente que éstos no solo están presentes en 
larvas con signos clínicos (Frosgren y col., 2005; Belloy y col., 2007). Se pueden 
detectar en pupas aparentemente saludables, apoyando la teoría de que larvas 
infectadas pueden sobrevivir, pupar y emerger como adultas mientras son portadoras 
de bacterias (Bailey y Ball, 1991). Además, la salud de la cría está directamente 
relacionada con el buen comportamiento higiénico de las obreras (Waite y col., 2003). 
No obstante, el global de los datos obtenidos en relación a los patógenos de origen 
infeccioso de la cría responde más bien a la aparición de estas patologías como algo 
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puntual y secundario a patógenos más prevalentes. La existencia de muestras que 
presentan diferentes patógenos a la vez (V. destructor y N. ceranae) apoyarían esta 
hipótesis, situando a estos agentes como causantes de la debilidad e inmunosupresión 
de la colonia (Antúnez y col., 2009) que podría ser aprovechada por este tipo de 
agentes infecciosos. 
Finalmente, en relación a los pesticidas, los resultados demuestran que en 
España, en los años 2006 y 2007, la aparición de este tipo de residuos en polen 
almacenado fue frecuente en las colonias, detectándose en el 42% de las muestras de 
primavera y el 31% de las muestras de otoño. Estos porcentajes son más bajos de lo 
esperado teniendo en cuenta que los pesticidas se han sugerido como la causa 
principal de la muerte de las abejas, especialmente si consideramos que el fluvalinato 
fue el pesticida más prevalente y es un compuesto químico clasificado como tóxico 
para las abejas. 
Como se ha descrito a lo largo de este apartado, el fenómeno mundial de las 
pérdidas de colonias de abejas está probablemente provocado por diferentes causas 
que producen síntomas similares a través de acciones sinérgicas entre diferentes 
agentes nosógenos. Una de las causas sugeridas y que se ha estudiado en profundidad 
es la posible acción de ciertos pesticidas para las abejas, especialmente la 
imidacloprida o el fipronil, los cuales son frecuentemente usados para tratar semillas 
de maíz y girasol (Faucon y col., 2005; Chauzat y col., 2006; Nguyen y col., 2009). Se ha 
propuesto que las abejas entran en contacto con estos pesticidas a través del polen o 
néctar que consumen y consecuentemente, el polen almacenado podría ser una 
fuente crónica de tales toxinas (Faucon y col., 2005; Chauzat y col., 2006). La 
intoxicación de las abejas por estos pesticidas ocurriría principalmente en invierno ya 
que el polen almacenado es prácticamente la única fuente de proteína que las abejas 
consumen durante esta estación. Nuestros resultados indican que los acaricidas 
aplicados en los tratamientos para varroosis son los compuestos más frecuentemente 
detectados, destacando entre ellos el fluvalinato y el clorfenvinfós.  
Como se ha comentado anteriormente, V. destructor es uno de los patógenos 
más importantes de las abejas (Anderson y Trueman, 2000) y la supervivencia de las 
colmenas infestadas por este ácaro depende de la intervención de los apicultores, 
porque una colonia en la que no se controla esta parasitosis, puede sucumbir a la 
acción del ácaro después de sostener la infestación durante varios años (Boecking y 
Generesch, 2008; Rosenkranz y col., 2010). Así, la varroosis es sistemáticamente 
tratada en todo el mundo con acaricidas sintéticos, tales como el fluvalinato 
(Apistan®), flumetrina (Bayvarol®) amitraz (Apivar®), cumafós (Perizin®, Checkmite+®), 
acrinatrina y clorfenvinfós (Supona®). El que el fluvalinato y el clorfenvinfós sean los 
pesticidas más comúnmente encontrados es probablemente consecuencia del uso de 
estos acaricidas en fórmulas caseras para controlar Varroa.  
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Los pesticidas organofosforados como el clorfenvinfós se han detectado en 
productos apícolas en distintos lugares del mundo. Este pesticida inhibe la actividad de 
la acetil colinesterasa en el sistema nervioso central y periférico de los mamíferos 
(Savolaninen, 2001, Vidyasagar y col., 2004) y es considerado altamente tóxico para las 
abejas (Dauterman y O´Brien, 1964, Bendahou y col., 1997), por eso no se debe utilizar 
como acaricida para las abejas, ya que por otra parte, se trata de un tratamiento 
prohibido en esta especie. En España desde 2007, los medicamentos veterinarios cuyas 
materias activas son amitraz, fluvalinato, flumetrina, timol, ácido oxálico y cumafós, 
están autorizadas.  
Los datos obtenidos relativos a la presencia de pesticidas en colonias de abejas 
están de acuerdo con los datos publicados por otros autores (Chauzat y col., 2006, 
2009; Chauzat y Faucon, 2007; Belayiannis y Belayiannis, 2008) aunque el número de 
muestras contaminadas es más bajo que el observado en un reciente estudio realizado 
en Norteamérica (Mullin y col., 2010), en el que se comprobó que las fórmulas 
químicas caseras introducidas por los apicultores para el control de la varroosis eran a 
menudo las principales contaminantes de la colmena. Esta práctica está asociada con 
un alto riesgo en el desarrollo de poblaciones de ácaros resistente a drogas y con la 
contaminación de los productos apícolas (Wallner, 1999) también como representa un 
riesgo real para la seguridad de las abejas. 
La toxicidad del fipronil en las abejas a una dosis subletal se ha demostrado en 
estudios de laboratorio pero no en condiciones de campo (El Hassani y col., 2005). 
Asimismo, en España su uso para girasol y otros cultivos se ha autorizado desde 2002, 
por lo que su aplicación a las semillas de girasol es reciente y limitada a áreas 
específicas en el centro y sur de España, explicando su detección en un pequeño 
número de muestras. 
Por otro lado, en ninguna de las muestras analizadas se detectó imidacloprida. 
Este pesticida está autorizado en España para tratar cultivos de maíz, girasol, árboles 
frutales y cultivos de vegetales y a pesar de que existe una gran preocupación sobre su 
implicación en la desaparición de las abejas, varios (Chauzat y col., 2009; Nguyen y col., 
2009) han demostrado la falta de asociación entre la aparición de la imidacloprida en 
polen y la mortalidad de la colonias. Además, el polen de maíz o girasol detectado en 
en este trabajo fue del 9,4% y 10,4% respectivamente y nunca como el componente 
principal. Con estos resultados, podemos afirmar que en caso de que pesticidas como 
el fipronil o la imidaclorprida, pudiesen producir problemas de intoxicación en colonias 
de abejas, serían eventos relativamente aislados y no un problema extendido en todo 
el país. Otros cultivos como el Eucaliptus, Prunus t., Citrus y Olea, podrían ser una 
fuente de imidacloprida en polen almacenado y consecuentemente, fuente de toxinas 
para las abejas. Sin embargo, los resultados sugieren que estos cultivos no presentan 
un riesgo real como fuente de toxinas para las abejas baja condiciones de campo en 
España.  
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En relación a la presencia de organoclorados, es de destacar que el lindano, 
dieldrin, hexaclorobenceno, ?-endosulfán y los metabolitos del DDT estaban presentes 
en varias muestras y algunas de ellas en alta concentración. Es significativa la presencia 
de compuestos organofosforados, como el malatión que aparece en algunas muestras 
y el clorpirifós, considerado altamente tóxico para las abejas. La presencia de algunos 
de estos compuestos podrían explicar, en ciertos casos, la alta desaparición de abejas 
si hay una presencia simultanea de agentes patógenos (Alaux y col., 2010). 
Nuestros resultados demuestran que la situación en España es bastante similar 
a las descritas en otros estudios (Chauzat y col., 2009), con la salvedad en la falta de 
residuos de imidacloprida.  
En resumen, mientras que es imposible identificar un único factor que por sí 
solo de cuenta de las pérdidas de colonias en todas las regiones del mundo durante un 
período de tiempo determinado, está claro que varios factores biológicos y 
medioambientales actúan solos o en combinación dando el potencial para causar 
mortalidad prematura de colonias al afectar adversamente a la salud de las abejas y a 
su vida media. Las razones dadas para explicar este fenómeno, incluyen el uso de 
pesticidas (Suchail y col., 2000), nuevas enfermedades (Genersh y col., 2010; Higes y 
col., 2008; vanEngelsdorp y col, 2009; vanEngelsdorp y Meixner, 2010), estrés, manejo 
apícola y una combinación de todos esos factores. Asimismo el cambio climático 
también repercute en la muerte de las colonias ya que contribuye al desequilibrio 
entre las abejas, la flora circundante y los patógenos (Le Conte y Navajas, 2008). Las 
causas que provocan el fenómeno mundial de las pérdidas de colonias producen en 
muchas ocasiones signos clínicos similares. Los rasgos típicos de debilidad, 
despoblación o muerte son los mismos entre diferentes agentes nosógenos y las 
técnicas clásicas de diagnóstico no permiten obtener datos concluyentes. 
Actualmente se considera a N. ceranae un importante patógeno debido a su 
alta prevalencia en la última década (Martín-Hernández y col., 2007; Klee y col., 2007; 
Cornman y col., 2009) además de ser el agente etiológico de la enfermedad emergente 
de A. mellifera,  Nosemosis tipo C (COLOSS workshop 2009, Higes y col., 2010a). Los 
datos obtenidos en nuestro estudio nos permiten afirmar que N. ceranae es un 
patógeno que actúa a corto plazo en los individuos de la colonia (Higes y col., 2007; 
Paxton y col., 2007; Chen y col., 2009) y a largo plazo para el conjunto de la colonia 
(Higes y col., 2008a, 2009a). La alta prevalencia detectada lo sitúa en un primer plano 
dentro de las posibles causas de pérdidas de colonias de las abejas. Asimismo, V. 
destructor, causante de una de las plagas mejor conocidas de A. mellifera, puede 
causar pérdidas similares y actuar como un agente re-emergente si no se controla 
adecuadamente. Una combinación de ambos agentes nosógenos, asociados a otros de 
menor importancia como N. apis y A. woodi, podrían aprovechar la deficiencia 
inmunitaria provocada por los primeros (Antúnez y col., 2009) e incrementar la 
probabilidad de muerte de colonias infectadas sin que los pesticidas ejerzan un efecto 
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significativo ya que los bajos niveles de residuos detectados en polen (principalmente 
acaricidas), sugiere que aquellos productos u otros agrotóxicos comúnmente usados 
en España no están directamente relacionados con el problema generalizado de las 
perdidas de colonias de abejas. 
En definitiva, ya que los humanos somos los responsables de las continuas 
modificaciones ambientales a las que se ven sometidas las abejas, también nosotros 
tenemos la obligación moral de tomar medidas de conservación para proteger y 
prevenir las pérdidas de estos insectos tan especiales. Para entender los factores que 
contribuyen a la desaparición de las abejas, será necesario realizar más investigaciones 
orientadas al estudio de las causas de mortalidad así como establecer nuevos 
programas regionales y nacionales que limiten la difusión de las enfermedades 
apícolas. 
 
17 Estudio regional 
 
En el área de estudio están ubicadas aproximadamente el 4% del número total 
de las colonias de abejas muestreadas en España en el estudio nacional realizado 
durante los años 2006 y  2007, y es una de las regiones en las que más se ha discutido 
sobre el origen del fenómeno del despoblamiento de las colonias en una amplia gama 
de foros entre los que se encuentran asociaciones de apicultores, instituciones 
oficiales y científicas. Con este estudio regional, realizado en una zona muy afectada 
por el fenómeno de PC, quisimos determinar si alguno de los factores de riesgo 
detectados en el estudio nacional podrían ser relacionados epidemiológicamente con 
la muerte y despoblación de las colonias de abejas, extremo que no pudo ser 
determinado en el estudio nacional debido a que no se obtuvo una respuesta válida y 
fiable a la pregunta que abordaba este aspecto. 
A pesar de que la pérdida de colonias es un fenómeno que se ha observado en 
todo el mundo, su impacto no se ha reflejado en los censos oficiales de ningún país 
(vanEngelsdorp y col., 2009; vanEngelsdorp y Meixner, 2010), debido principalmente a 
la rápida sustitución de las colonias por los apicultores. Así, antes de este estudio era 
difícil estimar el impacto real de la pérdida de colonias en el área de estudio, pese a 
que se utilizó como referencia una estimación anterior (Higes y col., 2010a). Durante el 
estudio, la prevalencia observada de PC en esta región fue de 53,5% (IC 95% = 43,2 a 
63,9), un valor más bajo de lo previsto inicialmente (Higes y col., 2010a), aunque no de 
manera significativa ni con una distribución homogénea en toda el área de estudio. 
Esta diferencia puede reflejar diferentes estrategias de recogida de muestras 
empleadas en cada estudio. En la encuesta pasiva realizada en otoño de 2005 (Higes y 
col., 2010b), las muestras se seleccionaron de entre aquellas enviadas por los 
apicultores cuyas colonias de abejas sufrían algún proceso patológico que puede 
conducir a la sobreestimación de la extensión del fenómeno PC. En la encuesta activa 
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presente, se recogieron muestras de todo el censo gallego, lo que representa un 
análisis más completo y equilibrado de la situación general. 
Al analizar los posibles factores de riesgo involucrados en el fenómeno de PC, 
encontramos que las variables como el tipo de colmena, la orientación o actividad 
transhumante fueron en gran medida homogéneas entre los apiarios y por tanto no 
pudo establecer ninguna correlación con la PC. Sólo el tamaño más pequeño de 
apiario, es decir aquellos dedicados al autoconsumo, se asociaron con una menor 
prevalencia de PC, aunque esta asociación no se puede establecer estadísticamente, 
probablemente debido al bajo número de colmenas de este tipo de explotaciones. 
Varios patógenos se distribuyeron ampliamente entre los apiarios estudiados. 
La ubicuidad del VAD y del VRN, ambos con una prevalencia del 94,9% fue consistente 
en los estudios realizados en Francia (Tentcheva y col., 2004), EE. UU. (Chen y col., 
2008) y Austria (Berényi y col., 2006). Como en estudios anteriores, también se 
observó correlación entre cada uno de estos dos virus con el ácaro V. destructor, 
anteriormente propuesto como un vector viral mecánico (Ball, 1989; Dandeu y col., 
1991; Tentcheva y col., 2004) o como un desencadenante de la replicación viral a 
través de su actividad inmunosupresora (Yang y Cox-Foster, 2005). Las infecciones 
víricas de las abejas melíferas son generalmente latentes y su presencia se asocia con 
la de V. destructor y/o N. ceranae (Chen y Siede, 2007; Tentcheva y col., 2004). Otros 
virus como VPC, VCS, VIPA o VPC no se detectaron en el presente estudio. El VIPA se ha 
vinculado a pérdidas de colonias en EE. UU (Cox-Foster y col., 2007) y considerado un 
marcador importante del fenómeno de la desaparición de colonias, popularmente 
conocido como Colony Collapse Disorder (CCD). No obstante, de acuerdo con los 
resultados actuales, dicha asociación no se estableció entre este virus y las pérdidas 
severas en otros países europeos (Blanchard y col., 2008; Garrido-Bailón y col., 2010; 
Higes y col., 2008a; 2009a), lo que sugiere que otros agentes nosógenos tienen un 
papel importante en la PC. También se observó una baja prevalencia del VK, asociado 
con la pérdida de colonias en EE. UU. (Pettis, 2008), aunque la presencia de PC en 
apiarios positivos a este virus fue mayor que en colmenares no infectados. Aunque 
esta asociación no se pudo confirmar por la regresión multivariante, estos datos 
indican un posible papel en este proceso ya que el patógeno estaba presente en el 
100% de los colmenares afectados de PC y en ninguno asintomático. 
Después de los virus anteriormente descritos, V. destructor fue el agente 
nosógeno más común en el estudio regional. Esta alta prevalencia de V. destructor, ya 
fue detectada en el estudio nacional de los años 2006 y 2007, y puede estar 
relacionado con la sorprendente observación de la deficiente posología al aplicar los 
tratamientos acaricidas. Los análisis de estrategias de control de V. destructor, que 
determinan si las dosis y los tratamientos se aplicaron correctamente, revelaron una 
mayor proporción de PC en apiarios deficientemente tratados. Esta asociación, cercana 
a la significancia estadística, indica el pobre o mal control de V. destructor como un 
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posible factor de riesgo en el fenómeno de PC, extremo que también detectamos en el 
estudio nacional. El uso de métodos artesanales utilizados frente V. destructor en el 
6% de los colmenares también es preocupante, ya que se trata de una práctica 
prohibida y que puede favorecer la aparición de residuos en los productos de la 
colmena o una selección de ácaros tolerantes a estos compuestos utilizados sin 
respetar la posología correcta y los preparados medicamentosos adecuados. Además, 
la identificación del fluvalinato en el 13,1% de las muestras de polen almacenado 
sugiere el uso no declarado de los productos hechos en casa por algunos apicultores. 
Hallazgos similares se han declarado en otros países (Nguyen y col., 2009) y estas 
observaciones son consistentes con las de Jonson y col., (2010), quienes sugirieron que 
los apicultores eran la principal fuente de residuos en las colonias de abejas, muy por 
encima de la otras fuentes de pesticidas o agrotóxicos (medioambiente, cultivos, etc.) 
Nosema ceranae se identificó en el 38,4% de los colmenares muestreados, una 
prevalencia más baja que la declarada en otras regiones de España en 2005 (Higes y 
col., 2010b) y a la detectada en el estudio nacional llevado a cabo entre 2006 y 2007. 
Sin embargo, en base al criterio de Brooks (1979), esta prevalencia supondría que este 
microsporidio se encontraría a niveles epizoóticos tanto a escala nacional como en la 
Comunidad Gallega. A pesar de que no se encontró asociación entre las dos especies 
de microsporidios y los virus antes mencionados, N. apis se ha asociado con varios 
virus. El más notable es el VRN (Chen y Siede, 2007), posiblemente debido a la facilidad 
de la infección viral transentérica a través de los efectos citopatogénicos de N. apis. La 
PC en apiarios positivos a N. ceranae fue significativamente mayor que en los libres de 
este agente nosógeno, con una prevalencia de N. ceranae del 100% en las colonias 
sintomáticas y asociado  a un aumento de cuatro veces el riesgo de padecer PC. Este 
resultado concuerda con hallazgos anteriores en este país (Higes y col., 2010b). 
La prevalencia observada par A. woodi (16,2%) fue superior a la esperada y 
significativamente mayor en los apiarios en los que los tratamiento frente a Varroa se 
aplicaron de un modo incorrecto. Este hecho enfatiza los peligros del control 
inadecuado de V. destructor. Son poco los estudios de los últimos 15 años en los que 
se ha investigado el papel de A. woodi en la mortalidad de las colonias de abejas en 
Europa, aunque McMullan y Brown (2009) hicieron un modelo cualitativo del efecto de 
la infestación de ácaros traqueales en la muerte de la colonia. En este estudio se 
estimó la prevalencia de este infravalorado agente nosógeno y podría ser un factor 
contribuyente al fenómeno de PC. De hecho, los colmenares positivos para este ácaro 
eran propensos a sufrir pérdidas. La asociación entre V. destructor y A. woodi descrito 
anteriormente (Downey y Winston, 2001) no se estableció en este estudio. 
El análisis palinológico reveló que la flora de los alrededores de la colmenas 
muestreadas era diversa, pero sobre todo de origen silvestre, en lugar de cultivos. No 
se encontró asociación entre la flora y la PC. Esta observación es de crucial 
importancia, dado que se ha relacionado la PC con el néctar y el polen de la 
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contaminación por pesticidas utilizados en el manejo de los cultivos próximos a los 
colmenares (Brodschneider y Crailsheim, 2010; Higes y col., 2010a). Ni imidacloprida ni 
fipronil se detectaron en el polen almacenado, pese a los bajos límites de detección de 
las técnicas utilizadas en nuestro estudio (Nguyen y col., 2009), lo que implica que la 
contaminación de pesticidas y cultivos no influye en el fenómeno de PC. 
Los resultados de este estudio regional identificaron la presencia de N. ceranae 
como la variable principal asociada con el fenómeno de PC. No obstante, el escenario 
encontrado en esta representativa zona de España, con una alta prevalencia de PC, 
infección por virus, V. destructor y A. woodi, y la ausencia de pesticidas en gran parte 
de las muestras analizadas, sugiere que este fenómeno está relacionado con el pobre 
control de los agentes nosógenos de origen biótico más que con los pesticidas y los 
efectos de toxicidad medioambiental siendo N. ceranae, sin lugar a dudas, un agente 
que juega un papel central en el fenómeno de PC que viene sufriendo nuestro país 
desde mediados de la actual década. 
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°C: Grados centígrados 
A: Adenina 
ADN: Ácido desoxirribonucleico 
ADNc: Ácido desoxirribonucleico copia 
ADNmt: Ácido desoxirribonucleico mitocondrial 
ADNr: Ácido desoxirribonucleico ribosómico 
AFSSA: Agence Française de Sécurité Sanitaire des Aliments 
ARN: Ácido ribonucleico 
ARNr: Ácido ribonucleico ribosómico 
ARNtleu: Región intergénica del ARN transferente de la leucina 
ATTC: American Type Culture Collection 
C: Citosina 
CA: Centro Agrario de la Junta de Comunidades de Castilla La-Mancha 
CC. AA. : Comunidades autónomas 
CE: Comunidad Europea 
cm: Centímetros 
cm2: Centímetros cuadrados 
Cl2Mg: Cloruro de magnseio 
COI: Subunidad I del gen de la citocromo oxidasa 
COII: Subunidad II del gen de la citocromo oxidasa 
CO2: Dióxido de carbono 
CSA: Agar columbia de sangre de oveja 
d: Días 
DNTP: deoxinucleosido trifosfato 
Dr: Doctor 
EE. UU.: Estados Unidos  
EFSA: European food safety authority  
ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay 
ERIC: Secuencias intergénicas de consenso repetitivas de enterobacterias 
etc: Etcétera 
FAO: Food and Agriculture Organization of the United Nations 
Fig.: Figura 
g: Gramos 
G: Guanina 
HJ: Hormona juvenil 
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h: Horas 
H2O: Agua 
IC: Intervalo de confianza  
ITS1: Espaciador interno transcrito 1 
ITS2: Espaciador interno transcrito 2 
J: Haplotipo japonés/thailandés de V. destructor 
K: Haplotipo coreano de V. Destructor 
km: Kilómetro 
KS: Divergencia sinónima nucleotídica entre secuencias 
L: Litro 
LMR: Límite máximo de residuos 
LT100: Tiempo letal 
MAGRAMA: Ministerio de Agricultura, Alimentación y Medio Ambiente 
MEGA: Molecular Evolutionary Genetics Análisis 4 
mg: Miligramos 
min: Minutos 
mL: Mililitros 
mm: Milimetros 
mM: Milimolar 
NCBI: National Center for Biotechnology Information 
ND2: Subunidad II del gen de la deshidrogenasa NADH  
OTC: Oxitetraciclina 
OIE: Oficina Internacional de Epizootías 
pb: Pares de bases 
p. ej.: por ejemplo 
PC: Pérdida de colonia  
PCR: Reacción en cadena de la polimerasa 
PCR-RFLP: Polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restricción 
q-PCR: PCR cuantitativa  
RAPD-PCR: Amplificación aleatoria de polimorfismo del ADN 
rpm: Revoluciones por minuto 
RD: Real Decreto 
REGA: Registro General de Explotaciones Agrarias 
rep-PCR: Amplificación de elementos palindrómicos extragénicos repetitivos  
RP: Razón de prevalencias  
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s: Segundos 
SAB: Seroalbúmina bovina 
spp. : Especies 
SSU-16S:  small-subunit del gen 16S del ARNr 
T: Timina 
Tm: Temperatura de fusión (melting) 
UE: Unión Europea 
UFC: Unidades formadoras de colonias 
UV: Ultravioleta 
v: Versión  
VAD: Virus de las alas deformadas 
VCS: Virus de la cría ensacada   
VF: Virus filamentoso  
VIPA: Virus israelí de la parálisis aguda 
VK: Virus Kashmir 
VPA: Virus de la parálisis aguda 
VPC: Virus de la parálisis crónica 
VRN: Virus de la realera negra 
vs: versus, frente a 
VTG: Vitelogenina 
?2: Prueba de Chi2 de Pearson 
μL: Microlitro 
μM: Micromolar 
μm: Micrómetro 
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Genetic profile of Varroa destructor
infesting Apis mellifera iberiensis colonies.
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Summary
The genetic profile of the Varroa destructor mite infesting Apis mellifera iberiensis colonies located in the Iberian Peninsula and also on
Canarian and Balearic islands was determined through standard molecular assays (RFLP of the mitochondrial cox1 fragment). The V.
destructor Korea haplotype was found in all of the 575 samples analyzed except in one, confirming the worldwide expansion of the more
virulent haplotype. The mitochondrial haplotypes of the honey bees from an apiary where the Japan haplotype was detected were also
determined, but no significant relationship was observed in the parasite-host haplotype distribution.
Perfil genético de Varroa destructor infestando colonias de Apis
mellifera iberiensis
Resumen
El perfil genético del ácaro Varroa destructor infestando colonias de Apis mellifera iberiensis situadas en la Península Ibérica, las islas Baleares y
Canarias, ha sido determinado mediante análisis moleculares estándar (RFLP de parte del gen mitocondrial cox1). El haplotipo Korea de V.
destructor se encontró en todas las 575 muestras analizadas excepto en una, confirmando la expansión mundial de este haplotipo más
virulento. Los haplotipos mitocondriales de las abejas del apiario donde se detectó el único haplotipo Japón, se determinaron también y no
se observó ninguna relación significativa en la distribución de haplotipos del parásito y del hospedador.
Keywords: Varroa destructor, Apis mellifera iberiensis, varroasis, genetic characterization, mtDNA,, haplotypes, cytochrome oxidase 1,
XhoI, DraI, Spain
Journal of Apicultural Research and Bee World 47(4): – (2008) © IBRA 2008
Introduction
The genus Varroa consists of at least four, but possibly seven,
distinct species. The four recognized species, Varroa jacobsoni, V.
destructor, V. underwoodi and V. rindereri are morphologically
distinct and show clear differences in their mitochondrial DNA
sequences. They are also reproductively isolated and show
differences in their host specificity and geographical distribution
(Anderson and Trueman, 2000). In this sense Apis koshchevnikovi
is parasitized by V. rindereri and Apis cerana by V. underwoodi, V.
jacobsoni and V. destructor in Asia, but A. mellifera is only
parasitized by V. destructor worldwide. Several mitochondrial
haplotypes of V. destructor have been described, but only two of
them are capable of reproducing on A. mellifera. These are the K
and J haplotypes (short for Korea and Japan, the places where
they were first described parasitizing their original host A. cerana)
(Anderson, 2000; Anderson and Trueman, 2000). These types are
also thought to vary in their virulence toward A. mellifera, with
the K type assumed to be more virulent than the J type (De
Guzman et al., 1997; 1998; Anderson and Trueman, 2000). The K
type infests A. melllifera almost worldwide, but the J type has only
been observed on A. mellifera in Japan, the Americas (including
Brazil) and Thailand (De Guzman et al., 1997; 1998; Anderson
and Trueman, 2000; Garrido et al., 2003). Using microsatellite
markers characterized in V. destructor (Solignac et al., 2003)
Solignac et al. (2005) found almost no polymorphism among the J
and K types, which led the authors to conclude that each type has
a quasi-clonal structure and that the lack of polymorphism is due
to severe “bottleneck” events that occurred at the time of host
change.
In Spain, varroa was first detected at the French-Spanish
border in December 1985 (Llorente, 2003) and since then it has
spread all over the Iberian Peninsula and also to the Balearic
Islands and recently to the Canary Islands. The impact of the
parasite on Spanish apiculture has been severe: about 40 % of the
Iberian colonies collapsed during the first years of incidence
(Llorente, 2003). As in other countries, the use of chemical
acaricides and organic treatments to control mites have saved
Spanish apiculture from total devastation, but they have also
caused many secondary problems, such as mite resistance and
chemical residues in honey and other hive products (reviewed by
Milani, 1999; Wallner, 1999; Martin, 2004; Bogdanov, 2006). Hence,
alternative control methods such as selection of varroa-tolerant
honey bees (Harbo and Harris, 1999; Ibrahim et al., 2007) are
being explored.
The Iberian honey bee A. m. iberiensis Engel, shows more
variation in its mitochondrial (mtDNA) sequence than any other
subspecies of A. mellifera in Europe. In the Iberian honey bee
populations a clinal variation of African (A) and west European
(M) evolutionary lineages occurs, with the frequency of A
haplotypes decreasing in a SW-NE trend, while that of M
haplotypes increases (Cánovas et al., 2007). This situation leads to
speculation whether there could be differences in the distribution
of the V. destructor haplotypes in relation to the evolutionary
lineage of the Iberian honey bees. Given the documented varroa
tolerance of Africanized A. mellifera in relation to the fertility of
female mites (Rosenkranz, 1999), we wonder if there is a
difference in the mite association between the African and
European types of Iberian honey bees, although the African
subspecies of origin is different in both cases (North African A. m.
intermissa in the case of the Iberian honey bees and South
African A. m. scutellata in the case of the Africanized honey bees).
In this study we examined the genetic profile of varroa
populations infecting A. m. iberiensis to provide further insights
into host-parasite relationships. As such we first report the
genetic characterization of a wide sample of varroa mites infesting
A. m. iberiensis.
Material and Methods
Sampled colonies
Phoretic adult female varroa mites were collected from honey
bee workers sampled from representative colonies spread
throughout the whole Iberian Peninsula including two samples
from Portugal, 14 from the Balearic Islands and 2 from El Hierro
on the Canarian Archipelago (Fig. 1). Some of these samples were
randomly collected as part of an epidemiological study aimed to
elucidate the cause of honey bee losses observed in Spain in
recent years.
DNA extraction
DNA was extracted from whole individual mites or from two or
three honey bee worker legs following a modified Chelex-based
method (Walsh et al., 1991).
mtDNA analysis
Varroa destructor
A total of 575 individual varroa mites were identified following
the molecular test of Anderson and Fuchs (1998) (Fig. 1). Briefly
it consisted of amplifying a fragment of the mitochondrial cox1
gene and restricting it with the enzymes XhoI and SacI. The
resulting products were electrophoresed on 1.5 % agarose gels,
stained with ethidium bromide and UV light photographed for
documentation. With the XhoI test the cox1 fragment remains
undigested if the mite corresponds to the Japan haplotype,
whereas two fragments are generated in the case of the Korean
haplotype. The opposite results with the SacI test (PCR product
digested in the Japan haplotypes and undigested in the Korean
haplotype). This last test was used to confirm results from the
first.
Apis mellifera iberiensis
The mitochondrial haplotype of ten worker honey bees was
determined following Garnery et al. (1993). For this, the
mitochondrial DNA fragment including the tRNAleu-cox2
intergenic region was amplified. Two μl aliquots of the PCR
product were run on 1 % agarose gel for size determination and
the remaining volume was incubated with 5 units of the
restriction enzyme DraI at 37 ºC for 2-8 h. Restricted DNA
fragments were discriminated on 3 % agarose NUSIEVE® gels and
UV visualized after stained with ethidium bromide.
Results
Nine out of ten varroa mites sampled in 2001 from one apiary
located in Guadalajara (central Spain), were identified as the V.
destructor Korea haplotype, but one of the ten was the Japan
haplotype. Despite the identification of this unique J type, the
remaining 565 mites tested (which were collected during 2006-
07) were all identified as the K type, including samples from
Portugal, the Balearic and Canary Islands. The XhoI restriction test
was repeated twice and the SacI test was also performed in
order to confirm some false negatives results (i.e. those uncut
fragments that could lead to a wrong assignation of the Japan
haplotype).
In relation to the mitochondrial haplotype characterization of
the honey bee colonies eight out of the tested were of the
European M4 haplotype, the other three samples showed African
haplotypes: two A2 and one A3.
Fig 1. Number and distribution of the sampled varroa mites in the Iberian Peninsula (Spanish provinces plus two samples from
Portugal). Note: Ten samples collected from Guadalajara (lightly shaded) were collected in 2001, while all other samples were
collected during 2006-7.
Discussion
To our knowledge this is the first study in which a large number
of individual varroa mites have been identified from a single
country, apart from a study in China (Zhou et al. 2004) and in
Java, Indonesia (Anderson and Trueman, 2000). In the present
study a total of 575 V. destructor individuals sampled from A. m.
iberiensis colonies were analyzed through a mitochondrial PCR-
RFLP assay to determine their haplotype. All of them, except one,
belonged to the Korean haplotype.
These results confirm the expansion of the Korean haplotype
worldwide, (Anderson and Trueman, 2000) and also the
hypothesized clonal distribution of the Varroa types due to
“bottleneck” events during the expansion process (Solignac et al.,
2003). Although microsatellite analyses were not performed in
the present study, our mitochondrial data support the lack of
molecular variation of the Varroa population infesting the
European (in this case Iberian) honey bee.
The presence of one mite bearing the Japan haplotype was
confirmed by crossing RFLP experiments with two restriction
enzymes that produce complementary results (Anderson and
Fuchs, 1998). After performing the XhoI test and to avoid the
possibility of mutation at the restriction target, we conducted the
SacI test which confirmed the results. Given the low frequency of
the Japan haplotype it can be considered that the varroa
population infesting A. m. iberiensis colonies is pure Korea
haplotype and that the detection of the Japan haplotype is
exceptional, probably due to importations of honey bee queens
from countries such as those on the American continent where
this haplotype is present.
This result emphasises the importance of applying adequate
controls on the movement and importation of honey bees to
avoid the introduction of parasites into regions free of them. For
example, in 2004 the fast and competent control measures of the
Portuguese National Veterinarian Services avoided the
introduction of two young larvae of small hive beetle Aethina
tumida found in a legal importation of 122 queen cages and
escorting workers from the US (Murilhas, 2005).
Colony V. destructor A. m. iberiensis 
haplotype haplotype
2 Korea African (A2)
5 Korea African (A3)
6 Korea African (A2)
7 Korea European (M4)
11 Korea European (M4)
15 Korea European (M4)
19 Korea European (M4)
20 Japan European (M4)
26 Korea European (M4)
29 Korea European (M4)
Table 1. Varroa and honey bee haplotypes in the apiary
sampled in 2001 where both mite haplotypes were found.
175
In order to elucidate whether the different mite haplotypes
would be restricted to a particular honey bee evolutionary
lineage or haplotype, the mitochondrial haplotype was
determined for those colonies from the apiary where both the
Japan and Korea mite haplotypes coexisted. The results obtained
suggest that in the Iberian Peninsula the pattern of V. destructor
haplotype distribution is not related to the mitochondrial
evolutionary lineages observed in the populations of A. m.
iberiensis (Cánovas et al. 2007). In fact both the Japan and Korean
Varroa haplotype infested honey bee colonies bearing the same
European (M4) haplotype. This conclusion although based in just
one sample, supports the lack of any relationship between
parasite-host in relation to mitochondrial evolution, but needs
further studies to make a sound interpretation of this data.
This study has also shown the vital importance of determining
the identity of varroa haplotypes in European experiments dealing
with varroa tolerance, as it is possible that the J haplotype may
now be more common in Europe than has been previously
thought (due to its spread through the world trade of live honey
bees) and its presence could bias interpretation of results.
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Overview of Pesticide Residues in Stored Pollen and Their Potential
Effect on Bee Colony (Apis mellifera) Losses in Spain
J. BERNAL,1,2 E. GARRIDO-BAILO´N,3 M. J. DEL NOZAL,1 A. V. GONZA´LEZ-PORTO,3
R. MARTI´N-HERNA´NDEZ,3 J. C. DIEGO,1 J. J. JIME´NEZ,1 J. L. BERNAL,1 AND M. HIGES3
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ABSTRACT In the last decade, an increase in honey bee (Apis mellifera L.) colony losses has been
reported in several countries. The causes of this decline are still not clear. This study was set out to
evaluate the pesticide residues in stored pollen from honey bee colonies and their possible impact on
honey bee losses in Spain. In total, 1,021 professional apiaries were randomly selected. All pollen
sampleswere subjected tomultiresidue analysis by gas chromatography-mass spectrometry (MS) and
liquid chromatography-MS; moreover, speciÞc methods were applied for neonicotinoids and Þpronil.
A palynological analysis also was carried out to conÞrm the type of foraging crop. Pesticide residues
were detected in 42% of samples collected in spring, and only in 31% of samples collected in autumn.
Fluvalinate and chlorfenvinphos were the most frequently detected pesticides in the analyzed
samples. Fipronil was detected in 3.7% of all the spring samples but never in autumn samples, and
neonicotinoid residues were not detected.More than 47.8% of stored pollen samples belonged towild
vegetation, and sunßower (Heliantus spp.) pollen was only detected in 10.4% of the samples. A direct
relation between pesticide residues found in stored pollen samples and colony losses was not evident
accordingly to the obtained results. Further studies are necessary to determine the possible role of
the most frequent and abundant pesticides (such as acaricides) and the synergism among them and
with other pathogens more prevalent in Spain.
KEY WORDS Apis mellifera, stored pollen, colony losses, pesticide residues
It is well known that honey bees (Apis mellifera L.)
fulÞll an important ecological and economic role as
pollinators of many crops and wild plants and that
certain Þeld treatments may have potential deleteri-
ous effects on this group of beneÞcial insects (FAO
2008). In fact, analyzing pollen, honey, and other
honey bee products usually provides useful indica-
tions regarding to the diffusion of pesticides and mi-
cropollutants within the environment. Therefore, it is
common for investigators to use honey bees or honey
beeproducts as tools toassessenvironmentalpollution
in industrial or agricultural areas (Bromenshenk et al.
1985,DeGreef et al. 1994,Wallner 1999, Chauzat et al.
2006; Belayiannis and Belayiannis 2008, Gross 2008).
In the last decade, an increase in honey bee colony
losses have been reported in several European and
American countries (Gross 2007, 2008), including
Spain,where recent data frommany apiarists, indicate
a loss close to 80% of beehives (COST ofÞce action
FA0803-COLOSS and Centro Apõ´cola Regional, un-
published data). Several lines of research are being
carried out on the assumption that it is amultifactorial
problem, inwhichexternal factors suchpesticidesmay
confuse bees, impeding them from Þnding their way
back to their hive or directly causing their death (El
Hassani et al. 2005, Rortais et al. 2005, Gross, 2008). In
the same way, there is some research devoted to mea-
sure the residues content (Chauzat et al. 2009, Mullin
et al. 2010), whereas other work has focused onto
searching for speciÞc compounds, mainly related to
the evaluation and assessment of possible sublethal
effects of some pesticides, such as neonicotinoids on
bees, which is increasing the interest among scientists,
beekeepers, and regulatory authorities (Decourtye et
al. 2004, Halm et al. 2006, Nguyen et al. 2009, van-
Engelsdorp et al. 2009). Possible interactions between
some compounds (Johnson et al. 2009) or between
particular compounds and pathogens are being stud-
ied. It has been shown recently that entomopatho-
genic fungi and chemical insecticides, such imidaclo-
prid, together signiÞcantly increased the lethality of
control agents (Alaux et al. 2010).
For several years, our group has been investigating
the possible causes of the colony loss in Spain, and we
have found several factors that could explain this phe-
nomenon, including the presence of Nosema ceranae,
but not excluding other possible factors (Higes et al.
2010a,b). Among them, we have interest in assessing
the contamination resulting from pesticide use in ag-
riculture and from beekeeping practices, and its con-
sequences on beehive health. To this end, a Þeld sur-
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In recent years, high losses of worker honey bees
have been reported worldwide. Accordingly, unexpec-
ted honey bee colony losses have been reported by
beekeepers in Spanish apiaries since autumn/winter
2004, with mortality rates of up to 85% of the colonies
in certain areas of the country. Indeed, from 2006, this
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Abstract
This study is presented in order to determine the presence and impact of some factors related with honeybee colony
losses such as Israeli Acute Paralysis virus (IAPV) and certain pesticides. Samples (house worker bees and stored
pollen from brood chamber) were selected from one hundred apiaries, half of them with a clear underpopulation, in
accordance with region and time of the year. Total prevalence of IAPV either in spring or in autumn was 18%
(CI95% = 9.9-26.0; p < 0.0001), no relationship between IAPV and depopulated colonies was established. Fipronil was
only detected in two samples of stored pollen from asymptomatic colonies and imidacloprid was not detected in any
sample. Like IAPV, neither fipronil nor imidacloprid appeared to be directly related with the generalized problem of
colony death and honey bee losses in professional Spanish apiaries.
Additional key words: Apis mellifera, honeybee colony loss, neonicotinoids, pesticides, viruses.
Resumen
Comunicación corta. La detección de IAPV, fipronil e imidacloprida en colmenares profesionales 
no está relacionada con la masiva pérdida de colonias de abejas en España
Se llevó a cabo un estudio para determinar la presencia y el impacto de algunos factores relacionados con las pér-
didas de colonias de abejas, como el virus IAPV (virus israelita de parálisis aguda) y ciertos pesticidas. Se incluye-
ron en el estudio muestras (abejas adultas y polen almacenado de la cámara de cría) procedentes de 100 colmenares
profesionales, la mitad de ellas con claros síntomas de despoblamiento de acuerdo con la región y el momento del año.
La prevalencia total del virus IAPV fue del 18% (CI95% = 9,9-26,0; p < 0,0001), tanto en otoño como en primavera y
su presencia no estaba directamente relacionada con la manifestación del síntoma de despoblamiento en las colonias
de abejas. El fipronil se detectó solo en dos muestras de polen almacenado en la cámara de cría de las colmenas, en
ambos casos en colonias asintomáticas. No se detectó imidacloprida en ninguna muestra. Nuestros resultados sugie-
ren que IAPV, fipronil e imidacloprida no están relacionados con las muertes masivas de colonias de abejas detecta-
das en colmenares profesionales en España.
Palabras clave adicionales: Apis mellifera, fipronil, IAPV, imidacloprida, pérdida de colonias de abejas.
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problem has become more widespread across the entire
Spanish territory. Some hypotheses regarding the origin
of this phenomenon have been linked to the deleterious
effect of certain pesticides (Chauzat et al., 2006), the
possible introduction of a novel infectious agent, such
as Nosema ceranae (Martín-Hernández et al., 2007;
Higes et al., 2008; revised by Williams, 2009) or of the
Israeli Acute Paralysis Virus (IAPV: Cox-Foster et al.,
2007), as well as other aetiologies (e.g., environmental
and climatic changes, radiation, the synergistic action
of different agents). However, these latest hypotheses
have not always been supported by well founded
scientific data.
In this study, a total of 100 samples were included in
the study from 100 different professional apiaries from
33 different Spanish provinces. The case definition for
the disease was: the unusual presence of few adult bees
from the hives with no or little builds up of dead bees
in or in front of the colony compared with highly pro-
ductive colonies in the same region and time of the year.
Each sample was composed of adult house worker
honey bees (n > 200) and stored pollen (> 100 g) from
brood chamber combs. The samples were collected by
the veterinary services of beekeeping and included a
report about the sanitary status of the colonies in the
moment of sampling. Samples were obtained in the
spring (n = 50) and autumn (n = 50) of 2006 (Figs. 1a
and 1b) and while 55 of them came from diseased colo-
nies (n = 28 spring samples, n = 27 autumn samples),
the other 45 were from asymptomatic colonies (n = 22
spring samples, n = 23 autumn samples).
IAPV analyses were carried out as described pre-
viously (Maori et al., 2007) in the virus laboratory of
Hebrew University of Jerusalem (Israel). The presence
of f ipronil and imidacloprid in stored pollen were
carried out as described previously (Jiménez et al., 2007;
Higes et al., 2008).
To define the correlation between the presence of
each one of these three agents and colony depopu-
lation, three successive and independent contrasting
hypotheses were proposed based on the Chi-squared
asymptotic test and calculating the exact probabilities.
The statistical analyses were all performed using SPSS
15.0.1.
Total prevalence of IAPV in the period of sampling
was 18%  (CI95% = 9,9-26,0; p < 0.0001), and 9 apiaries
from 8 different Spanish provinces were IAPV positive
in spring. Similar results were obtained in autumn
2006, when 8 apiaries were found as IAPV positive
(Figs. 1a and 1b). No significant correlation was esta-
blished between IAPV detection and depopulation
symptoms (Chi-square, p > 0.05, Table 1). Fipronil was
only detected in 2 samples of stored pollen from
asymptomatic colonies in two provinces during spring
(Fig. 1a), and it was not related with colony depopu-
lation (Chi-square, p > 0.05). Imidacloprid was not
detected in any of the stored pollen samples.
IAPV was f irst described in Israel (Maori et al.,
2007) and it was associated with bee mortality, even
though only some hives in an apiary were affected. It
was suggested that genetic diversity among honey bees
could explain the different susceptibility/resistance
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Figure 1. Collection sites of the Spanish apiaries monitores in a) spring 2006 (N = 50) and b) autumn 2006 (N = 50). • Samples 
negative to both Fipronil and IAPV.  Samples positive to Fipronil.  Samples positive to IAPV. None sample was positive to both
of studied factors.
 IAPV positive
• Negative
 Fipronil positive
 IAPV positive
• Negative
a) b)
between hives in an apiary. Thus, it was proposed that
IAPV is related to the problem of bee colony losses in
the USA (Cox-Foster et al., 2007) and that it is a signi-
ficant marker for Colony Collapse Disorder (CCD).
However, further works found IAPV to be present in
U.S. bees since prior to CCD, and that U.S. isolates of
IAPV are not substantially different from those found
in Israel (Chen and Evans, 2007). Indeed, no association
was established between this virus and the severe winter
losses in France, since the prevalence of IAPV in this
country is 14% (Blanchard et al., 2008), indicating that
other pathogens/factors may be responsible for the
colony loss. In our research work we found no relation-
ship between IAPV and depopulated colonies, our
results are consistent with these latter conclusions.
Indeed, the prevalence of IAPV (18%) is very low com-
pared with other pathogens that are more prevalent 
in Spain such as Nosema ceranae (Higes et al., 2006;
Martín-Hernández et al., 2007) and Varroa destructor
(Bee Pathology laboratory, Centro Apícola Regional,
unpublished data) do appear to affect the health status
of our apiaries. Thus, IAPV does not seem to be a good
marker for depopulation and colony loss, although the
exact pathogenic role of this virus in Spanish honey
bee colonies remains to be defined.
It has been proposed that bees come into contact
with pesticides through the pollen and/or nectar they
consume. Accordingly, stored pollen could be a chronic
source of toxic to the bees (Faucon et al., 2005), which
would mainly exert their influence in autumn/winter
since stored pollen is practically the only pollen that
the bees consume in this season (Seeley, 1985). The
toxicity of sub-lethal doses of fipronil in honey bees
has been demonstrated in laboratory studies but until
now, not in field conditions (El Hassani et al., 2005).
In Spain, its use has been authorized for sunflower (He-
lianthus annuus) and other crops since 2004. As a
consequence, its application to sunflower seeds is very
recent and it is limited to very specific geographic sites
in central and southern Spain. Indeed, in 2007 fipronil
residues were only detected in two samples but they
were not directly related with unhealthy colonies.
Imidacloprid is a neonicotinoid that is toxic to honey
bees, and authorized in Spain to treat corn (Zea mays)
crops, fruit trees and vegetable crops but their prevalence
in stored pollen samples from Spain is very low as des-
cribed previously and not related with colony losses
from professional apiaries (Higes et al., 2009b). Ac-
tually the bee losses observed by beekeepers in France
or Belgium are not attributed to imidacloprid and other
causes such as pathogens or other unidentified syner-
gistic factors have been considered in the origin (Schmuck,
2004; Faucon et al., 2005; Nguyen et al., 2009).
Thus, like IAPV, neither of these two insecticides
we tested appears to be directly related with the gene-
ralized problem of colony death and honey bee losses
in professional Spanish apiaries.). Honey bee losses
are likely to be provoked by different causes but the
recent pandemic produces weakness, depopulation or
death clinical features similar to those caused by the
emergent pathogen N. ceranae, known to be a short-
term bee pathogen (Higes et al., 2007; Paxton et al.,
2007; Chen et al., 2009a,b) and a long-term colony
pathogen (Higes et al., 2008, 2009a; Korpela, 2009).
Along similar lines, well-known pathogens like 
V. destructor, one of the main pathogens of A. mellifera,
can cause a similar illness and act as a re-emerging agent
if not suitably controlled. In our country, the combi-
nation of both pathogens and the highly pathogenic
viruses associated with them could increase the risk
of death in infected colonies, without pesticides exer-
ting a significant effect (Higes et al., 2009b).
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Summary
Nosema ceranae has been suggested to be replacing
Nosema apis in some populations of Apis mellifera
honeybees. However, this replacement from one to
the other is not supported when studying the distri-
bution and prevalence of both microsporidia in pro-
fessional apiaries in Spanish territories (transverse
study), their seasonal pattern in experimental hives
with co-infection or their prevalence at individual
level (either in worker bees or drones). Nevertheless,
N. ceranae has shown to present a higher prevalence
at all the studied levels that could indicate any advan-
tage for its development over N. apis or that it is more
adapted to Spanish conditions. Also, both microspo-
ridia show a different pattern of preference for its
development according to the prevalence in the dif-
ferent Spanish bioclimatic belts studied. Finally, the
fact that all analyses were carried out using an Inter-
nal PCR Control (IPC) newly developed guarantees
the confidence of the data extracted from the PCR
analyses. This IPC provides a useful tool for labora-
tory detection of honeybee pathogens.
Introduction
Nosemosis is the most widespread of adult bee diseases,
causing significant economic losses to bee-keepers (OIE,
2008; Giersch et al., 2009; Heintz et al., 2011). To date,
two microsporidia species have been associated with this
disease, both infecting honeybees worldwide: Nosema
apis (Zander, 1909) and Nosema ceranae (Fries et al.,
1996). The first of these, N. apis, was shown to infect the
honeybee Apis mellifera more than 100 years ago and it
was one of the first microsporidia to be described. By
contrast, N. ceranae was only recently shown to infect
A. mellifera, both in Europe and Asia (Higes et al., 2005;
2006; Huang et al., 2007).
Nosema ceranae was initially described in Apis cerana
(Fries et al., 1996) and the expansion of its host range to
A. mellifera probably occurred in the last decade of the
20th Century (Klee et al., 2007). Nosemosis caused by
N. ceranae is now considered to be an internationally
emergent disease (Higes et al., 2010). Moreover, the rise
in microsporidian infection of honeybees observed world-
wide during the last 15 years (Klee et al., 2007; Martín-
Hernández et al., 2007; Calderón et al., 2008; Williams
et al., 2008; Giersch et al., 2009; Invernizzi et al., 2009;
Higes et al., 2010; Yoshiyama and Kimura, 2011) is
strongly associated with the colonization of this new host
by N. ceranae (Martín-Hernández et al., 2007), which is
currently a more common infection than that of N. apis in
European honeybees (Chen and Huang, 2010).
Epidemiological differences between these two
microsporidia could support the rise of N. ceranae over
N. apis. For example, N. ceranae seems to be less host-
specific since it has been found in a wider range of hosts,
including Apis koschevnikovi (Botías et al., 2009), Apis
florea (Suwannapong et al., 2010a,b), Apis dorsata
(Chaimanee et al., 2010) and some Argentinean bumble
bee species (Plischuk et al., 2009), in which N. apis has
been never reported. Moreover, differences have been
found related to the season when infection can be
detected. In this sense, N. apis infections have been
associated with temperate climates and seasonal pat-
terns, hardly being detected during the summer but with a
small peak in the autumn and a stronger peak in spring
(Bailey, 1955; Hornitzky, 2005). By contrast, N. ceranae
seems not to have this seasonality, infecting bees
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